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Glosario de términos 
 
Aa: Aminoácidos 
AAP: Academia Americana de Pediatría (American Academy of Pediatrics) 
Acp-4: Acuoporina tipo 4 
APC: Aloficocianina  
APO-E4: Isoforma 4 de la apoproteína E 
ATP: Adenosín trifofato 
BBZ: Bis benzamida  
BDNF: factor neurotrófico derivado del cerebro (Brain-derived neurotrophic factor) 
bFGF: Factor de crecimiento básico derivado de fibroblastos (Basic fibroblast growth fac-
tor) 
BHE: Barrera hematoencefálica 
BrDU: 5-bromo-2-deoxyuridina 
Ca2+: Calcio 
CaO2: Contenido de oxígeno en la sangre 
CMDMO: Células mononucleares derivadas de la médula ósea  
CO2: Dióxido de carbono 
CPN: Células progenitoras/madre neuronales 
CPNa: CPN derivadas del adulto 
CPNh: CPN humanas 
CUH: Canal de unión de hendidura 
CXCR4: receptor 4 de citocina CXC (CXC-chemokine receptor-4) 
DCT: Daño cerebral traumático 
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium  
DMSA: dimetil-sulfóxido  
EGF: Factor de crecimiento derivado del endotelio 
eNOS: Sintetasa de óxido nítrico de origen endotelial 
EPO: eritropoyetina 
EPOr: receptor de EPO 
 
 
ES: Células madre embrionarias 
Fas-L: Ligando de proteína Fas (=Apoproteína 1) 
FBS: Suero fetal bovino 
FDA: Agencia americana del medicamento (Food and Drug administration)  
FGF: Factor de crecimiento derivado de fibroblastos 
FITC: Isotiocianato de fluoresceína  
GD: Giro dentado del hipocampo 
GFAP: Proteína gliofibrilar ácida (Glial fibrillary acidic protein)  
GMP: Prácticas de buena producción (Good Manufacturing Practice) 
GMPc: GMP cíclico 
GOS: Escala pronóstica de Glasgow (Glasgow outcome score) 
hEGF: Factor de crecimiento epidérmico humano (Human epidermal growth factor) 
HTIC: Hipertensión intracraneal 
IFN-γ: Interferón gamma 
IL-1: Interleucina 1 
IL-10: Interleucina 10 
IL-17: Interleucina 17 
IL-1ra: Receptor antagonista de IL-1 
IL1β: Interleucina 1 beta 
IL-6: Interleucina 6 
IL-8: Interleucina 8 
IMDM: Medio Dulbecco modificado por Iscove (Iscove’s modified Dulbecco’s medium) 
IP3: Inositol trifosfato 
iPS: Células madre pluripotenciales inducidas 
ISCT: Sociedad internacional para la terapia celular 
K+: Potasio 
LCR: Líquido cefalorraquídeo 
Mg2+: Magnesio 
MHC II: Antígeno de compatibilidad humano tipo II  
mL: Mililitro 
 
 
mNSS: Puntuación modificada de gravedad neurológica (modified neurologic severity 
scores) 
MSC: Células madre mesenquimales 
MSC-a: Célula madre mesenquimal procedente de tejido adiposo  
MSC-c: Célula madre mesenquimal procedente de tejido conectivo  
MSC-mo: Célula madre mesenquimal procedente de médula ósea  
MSC-pb: Célula madre mesenquimal procedente de sangre periférica  
MSC-uc: Célula madre mesenquimal procedente de cordón umbilical  
MST: Test de la cinta adhesiva modificado (Modified Sticky tape Test) 
Na+: Sodio 
NF κβ: Factor nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de las células B 
NGF: Factor de crecimiento neuronal (Neural grow factor) 
NMDA: N-metil-D-aspartato 
NO: Óxido nítrico 
NSS: Puntuación de gravedad neurológica (neurologic severity scores) 
PAM: Presión arterial media 
paO2: Presión parcial de oxígeno arterial  
PBS: Tampon fosfato salino (Phosphate buffered saline) 
pCO2: Presión parcial de dióxido de carbono 
PE: Ficoeriterina  
PGE2: Prostaglandina E2 
PIC: Presión intracraneal 
PICS: Sociedad Pediátrica de Cuidados Intensivos (Pediatric Intensive Care Society) 
PPC: Presión de perfusión cerebral 
RC2: Marcador de glía radial 
Rpm: Revoluciones por minuto 
SjO2: Saturación de oxígeno en el bulbo de la yugular 
SNC: Sistema nervioso central 
SPNIC: Sociedad Europea de Cuidados Intensivos Pediátricos y Neonatal  (Society of Pe-
diatric and Neonatal Intensive Care) 
TCE: Traumatismo craneoencefálico 
 
 
TGF β1: Factor de crecimiento tisular β1 
Th: Linfocitos T facilitadores (helper) 
TNF: Factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factors) 
TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa 
Tr: Linfocitos T reguladores 
TSG-6: Gen/proteína 6 estimulada por TNF-α  (TNF-α stimulated gene/protein 6) 
UCF-F: Unidades formadoras de colonias de fibroblastos  
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VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial (Vascular endothelial growth factor) 
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Federation of Pediatric Intensive Critical Care Societies) 
ZSG: Zona subgranular del giro dentado del hipocampo 
ZSV: Zona subventricular 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resumen 
1 
 
Resumen 
 
Introducción 
El traumatismo craneoencefálico (TCE) en pediatría supone una de las primeras causas 
de mortalidad y morbilidad. Además de las medidas de sostén, no existe en la actualidad un 
tratamiento farmacológico eficaz para disminuir sus efectos. Por ello, es necesario investigar 
nuevas dianas terapéuticas que puedan limitar sus efectos, disminuyendo el daño cerebral 
traumático secundario, y permitiendo la regeneración funcional y estructural de las áreas da-
ñadas. La plasticidad neuronal se ha descubierto como una diana terapéutica en esta patología 
y puede ser activada por diferentes estímulos, entre los que se incluyen la rehabilitación inten-
siva, la administración de factores tróficos y la terapia celular. Esta última se podría convertir 
en una alternativa cada vez más real para el tratamiento del TCE, aunque es necesario la reali-
zación de ensayos clínicos con modelos de experimentación animal que permitan validar su 
eficacia y determinar cuáles son sus mecanismos de actuación.  
 Aunque inicialmente se pensaba que la célula ideal procedía del propio sujeto, se ha 
comprobado en modelos animales de terapia celular que el tratamiento con células alogénicas 
es igual de eficaz y seguro que la terapia autóloga. De esta manera es posible disponer de una 
gran cantidad de células mesenquimales para su administración en fase aguda sin tener el 
retraso que conlleva la extracción, purificación y ampliación de células autólogas en cultivos 
celulares.  
Otros grupos celulares, como son las originarias de estirpe embrionaria, neuronal o 
hematopoyéticas, siendo también eficaces, plantean problemas éticos y prácticos en el mo-
mento de su obtención, procesamiento o cultivo. Las células madre mesenquimales (MSC) de 
origen en tejido adiposo sortean y limitan muchos de los conflictos referidos, sin que exista 
evidencia de pérdida de eficacia.  
 Se han utilizado varias fuentes de administración, siendo la vía intraparenquimatosa 
(ip) la que ha demostrado una mayor cantidad final de células trasplantadas en la zona de la 
lesión. Se discute si su mecanismo principal de actuación es la sustitución de los tejidos daña-
dos o, lo que parece más probable, si es una inmunomodulación local la responsable de los 
buenos resultados funcionales en esta patología.  
 
Resumen 
2 
 
Hipótesis 
 En modelos de experimentación animal de TCE la administración intra y perilesional de 
MSC procedentes de médula ósea ha demostrado mejorar la evolución funcional. Sin embargo, 
la administración ip de células procedentes de tejido adiposo podría tener también un efecto 
beneficioso a través de la integración funcional y disminución de la inflamación secundaria a 
un TCE producido mediante un modelo animal de trauma craneal controlado.    
 
Objetivos 
1.- Investigar en un modelo experimental en ratas jóvenes sometidas a un TCE contro-
lado el efecto de la administración de MSC en el lugar de la lesión sobre la función motora y 
sensitiva.  
2.- Analizar la supervivencia y diferenciación de las células madre mesenquimales tras-
plantadas en el tejido cerebral lesional y perilesional. 
3.- Conocer los mecanismo de protección y regeneración funcional por los que las MSC  
administradas ip podrían producir una mejoría funcional.  
  
Material y métodos 
 Se utilizaron ratas hembras Sprague-Dawley de 7 días de vida y peso aproximado de 
150-200 gramos, distribuidas en tres grupos (10 ratas por grupo): 1.- Control simple; 2.- Con-
trol ip; 3.- MSC ip. Los animales control simple fueron sometidos al TCE mediante un modelo 
de trauma controlado por caída de peso (distancia 20 cm, Peso 35 gr). Los animales control ip 
se sometieron al mismo trauma, y a las 24 horas de este se les administró 40 mcL de suero 
salino fisiológico ip en el área ipsilateral al trauma y perilesional. Los animales MSC-ip recibie-
ron el mismo trauma que los anteriores grupos, y a las 24 horas se les administró una única 
dosis de MSC derivadas de tejido adiposo (2*105 MSC) en la zona perilesional mediante  inyec-
ciones de 5 mcL. Todos los animales se sacrificaron a los 21 días del traumatismo craneal.  
 Las MSC se obtuvieron de otras ratas Sprague-Dawley adultas, mediante extracción del 
tejido adiposo retroperitoneal. Se cultivaron e identificaron sus características mediante cito-
metría de flujo. Para facilitar su reconocimiento posterior, se marcaron mediante infección con 
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lentivirus para que pudieran expresar la proteína verde fluorescente (GFP). Se realizaron estu-
dios de diferenciación hacia estirpe adipogénica y osteogénica que mantienen su capacidad 
funcional y mantienen al mismo tiempo la expresión de GFP.  
En las ratas objeto de estudio de se analizaron la función motora y sensitiva mediante 
los test de Rogers, test de Rotarod y test de la cinta de Sticky modificado (MST) a las 48 horas, 
y a los 7, 14 y 21 días tras el TCE. Mediante citometría de flujo, tanto en las ratas control como 
las MSC ip, se analizó la presencia de una población que reuniera las características de MSC en 
el tejido cerebral, tanto a las 48 horas tras el TCE (24 tras el trasplante celular) como a los 21 
días. Se examinaron además el tamaño de la lesión cerebral, las características histológicas de 
la lesión mediante hematoxilina y eosina, la población de células granulares y piramidales en el 
hipocampo, la presencia de MSC mediante tinción de vimentina e inmunohistoquímica frente a 
la GFP y la presencia de progenitores neuronales mediante tinción con nestina.  
 
Resultados 
 Se extrajeron de manera efectiva células mesenquimales del tejido graso retroperito-
neal. El análisis mediante citometría de flujo demostró doble positividad para los marcadores 
de superficie mesenquimales CD29 y CD90, siendo negativo para marcadores hematopoyéticos 
CD45. Las células obtenidas mostraban morfología de células mesenquimales, y mediante cul-
tivo en medios de diferenciación se consiguió que expresaran marcadores de adipocito y con-
drocito. La infección mediante un lentivirus permitía la expresión de GFP, sin alterar la expre-
sión de marcadores de superficie, morfología ni capacidad de diferenciación.  
La administración ip de MSC en ratas tras un TCE controlado mejoró la puntuación en 
el test de Rotarod a los 7 días, 14 días y 21 días. En el test de Rogers, mejoró la puntuación en 
el grupo de tratamiento ip a los 7 y 14 días, desapareciendo la diferencia al finalizar el periodo 
de observación. No se encontró diferencia en la puntuación en el MST.  
Mediante citometría de flujo se evidenció una población celular con características de 
mesenquimal a las 48 horas del TCE, en la zona de la lesión y trasplante, pero no a los 21 días. 
Dicha población no tenía refringencia propia verde. Sin embargo, mediante histología se en-
contró una población de células vimentina positiva y GFP positiva en la zona de la lesión a las 
48 horas, que disminuyó de número a las tres semanas del TCE.  
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La administración de MSC no disminuyó el área de la lesión. Produjo un incremento de 
células piramidales, células granulares y células nestina positiva en la región CA3 y en el giro 
dentado del hipocampo, respectivamente, a las 48 horas del TCE. Sin embargo, dicha respuesta 
a las tres semanas se mantuvo solo en las células granulares del giro dentado, desapareciendo 
las diferencias en el resto. No hubo diferencias en ningún momento en el número de células 
piramidales en la región CA1 del hipocampo o en las células nestina positivo de la zona subven-
tricular.   
 
Conclusiones 
 Este modelo de traumatismo craneoencefálico en ratas mediante una caída de un peso 
observamos:  
1.- La administración intraparenquimatosa de células madre mesenquimales procedentes de 
tejido adiposo en la zona de la lesión es eficaz en la recuperación funcional motora.  
2.- Dicha recuperación se mantiene a pesar de que el número de células mesenquimales dis-
minuye con el tiempo y no se han encontrado evidencias de su diferenciación a células gliales o 
neuronales maduras.  
3.- La recuperación funcional se asocia en los animales a los que se administró células mesen-
quimales con un incremento precoz de la neurogénesis endógena demostrado por un incre-
mento de células granulares en el giro dentado, en la región CA3 del hipocampo y células nes-
tina positiva en la región subgranular del giro dentado.  
4.- Sin embargo, esta respuesta es transitoria, puesto que a las tres semanas del trauma cra-
neal solo en el giro dentado del hipocampo se observa un incremento de células granulares, 
desapareciendo las diferencias en el resto de zonas estudiadas.  
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1.- Introducción 
1.1.- Importancia del TCE en pediatría 
 El traumatismo craneoencefálico (TCE) es, en los países desarrollados, un importante 
problema de salud, ya sea en forma de TCE aislado o asociado a otras lesiones. Se calcula que 
es la primera causa de mortalidad y morbilidad en edad pediátrica transcurrido el primer año 
de vida1-3. Aunque las mejoras en prevención, sobre todo en seguridad vial, han disminuido su 
incidencia4,5, aún producen un enorme impacto social y económico.  
 Los mecanismos de producción suelen ser caídas accidentales, accidentes de tráfico, 
accidentes deportivos y malos tratos. La distribución del mismo sigue un patrón bimodal, afec-
tando en una primera fase a niños por debajo de los cuatro años de vida, y posteriormente 
vuelve a ascender durante la adolescencia5,6. En los niños pequeños predominan las caídas 
accidentales y los malos tratos, mientras que en adolescentes son más frecuentes tras acciden-
tes deportivos y de tráfico5,7. Independientemente de la edad, es más frecuente en el sexo 
masculino.  
 El TCE es una causa frecuente de consulta en los servicios de emergencia. La inmensa 
mayoría (por encima del 90%) son leves, definido como una puntuación en la escala de coma 
de Glasgow de 14-153,4,8. Sin embargo, la presencia de un trauma moderado o grave es más 
frecuente cuando el paciente sufre otras lesiones (en los pacientes con un politraumatismo, 
hasta el 75% incluye un TCE). De otra manera, en la mayoría de los pacientes que fallecen tras 
un politraumatismo, el 80% tenían asociado un TCE grave9,10.   
 La mortalidad global tras un TCE grave en niños en los países desarrollados oscila entre 
el 17-33% de los pacientes, según series retrospectivas, sin producirse cambios significativos 
en la última década11-14. Se calcula que en EEUU aproximadamente 3000 niños fallecen al año 
por esta causa15. Existen factores que se asocian con dicha mortalidad, como son la presencia 
de coagulopatía, bajas puntuaciones en la escala de coma de Glasgow, hiperglucemia e hipo-
tensión2,11,16-19. No obstante, la morbilidad en estos pacientes suele ser mayor, teniendo algún 
tipo de secuela hasta el 70% de los pacientes que habían sufrido un trauma craneal grave. Di-
cha discapacidad afectaba a diferentes ámbitos como es la movilidad, independencia de un 
cuidador, necesidad de educación especial y el acceso a un puesto de trabajo remunerado20. 
Además, el costo social de estas lesiones es superior al que ocurre en adultos, dado la espe-
ranza de vida más prolongada.  
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1.2.- Mecanismos de lesión en TCE 
Durante los últimos años ha aumentado elconocimiento sobre la fisiopatología del TCE. 
En la patogenia del daño cerebral traumático (DCT) se puede diferenciar en dos partes: el DCT 
primario y el secundario (Ver ilustración 1).  
 
Ilustración 1.- Mecanismos de lesión en TCE. De entre ellos, los más importantes son los relacionados con los 
factores locales, y especialmente con los tisulares. Ver texto para explicación detallada. Modificado a partir de 
referencias21 22.  
 
En el DCT primario, el mecanismo lesional produce de manera directa la ruptura de las 
estructuras cerebrales. Se puede dividir en dos grupos: 1) El daño focal, que incluye la forma-
ción de un hematoma (epicraneal, subdural y parenquimatoso) y la contusión; 2) El daño difu-
so, que incluye el daño axonal difuso23,24 y el edema cerebral21,22.  
El DCT secundario se produce por una combinación de factores genéticos, factores lo-
cales y factores sistémicos.  
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1.2.1.- Factores genéticos  
Se han demostrado que determinan parte de la sensibilidad y tolerancia del paciente al 
TCE. Se ha observado en un modelo en rata de TCE leve que el estímulo traumático es un in-
ductor potente de la respuesta génica, y que dicha respuesta es variable a lo largo del tiem-
po25. En las primeras 24 horas predomina una mayor expresión de genes que afectan al meta-
bolismo, desarrollo, transporte, defensa, así como al crecimiento, morfogénesis, diferenciación 
y regulación del ciclo celular. Al cuarto día, predominan los genes de diferenciación celular y de 
respuesta a un estímulo, principalmente mediado por una respuesta inmune25.  
Existen estudios de asociación genética en adultos que han demostrado que ciertos 
genes presentan polimorfismos que se correlacionan con el resultado clínico post-TCE, ya sea 
empeorándolo (Isoforma ApoE4 de la apoproteína E, relacionado con la formación y repara-
ción de membranas celulares: polimorfismo funcional del gen de supresión tumoral p53, impli-
cado en la apoptosis tras TCE), como mejorándolo (repetición de dos alelos del gen del recep-
tor antagonista de la interleucina 1 [IL-1ra])26. En niños, la asociación más estudiada entre un 
gen y su evolución clínica ha sido la Isoforma ApoE4,  incrementando 2,4 veces la probabilidad 
de un peor pronóstico neurológico en los pacientes portadores de dicho alelo, principalmente 
en aquellos que han sufrido un TCE grave27. 
 
1.2.2.- Factores sistémicos  
Incluyen hipotensión, hipoxia, alteraciones en la homeostasis de la glucosa, interleuci-
nas y citocinas de inflamación y la hiperestimulación adrenérgica. De todos ellos, los más im-
portantes son la presencia de hipotensión e hipoxia que puede aparecer en los primeros minu-
tos tras el trauma craneal12,13,18,19,28; una combinación de ambos se observa hasta en el 30% de 
los pacientes21. Ambos factores originan una deficiente perfusión cerebral que aboca a la is-
quemia cerebral. De hecho, un estudio realizado con muestras cerebrales de pacientes falleci-
dos tras un TCE grave hallaba datos histológicos de isquemia cerebral en el 90% del total29. 
 
1.2.3.- Factores locales 
Se diferencian dos tipos: tisulares y celulares. Los primeros se relacionan con la presión 
de perfusión cerebral y el flujo sanguíneo cerebral.  La respuesta anormal que se objetiva viene 
dada por la pérdida de la autorregulación del flujo sanguíneo cerebral. Esta respuesta fisiológi-
ca, que determina un flujo constante de sangre al cerebro en un rango amplio de tensión arte-
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rial, se pierde de manera variable tras un TCE. La respuesta siguiente puede ser vasodilatadora, 
vasoconstrictora o mixta, y puede aparecer inmediatamente tras el trauma o en los días suce-
sivos30. Comparado con la pérdida de la regulación cerebral, la pérdida de la respuesta a los 
cambios a la pCO2 (vasodilatación o vasoconstricción cerebral en respuesta a la hiper o hipo-
capnia, respectivamente) aparece como un fenómeno más estable. Aunque puede aparecer 
alterada en las primeras fases del TCE, supone una medida importante de control frente a un 
incremento de la presión intracraneal por hiperaflujo31.  
En adultos, se calcula que un descenso en el flujo sanguíneo cerebral inferior a 15 mL * 
100 mg-1 min-1 se asocia de manera irreversible a daño tisular32.  Los mecanismos que explican 
este descenso son la compresión secundaria a lesiones extraaxiales (hematomas, herniación 
del parénquima cerebral, ruptura de vasos cerebrales)22, así como la pérdida de la autorregula-
ción cerebral33, producción inadecuada de óxido nítrico y neurotransmisores colinérgicos34,35, y 
potenciación de la vasoconstricción inducida por prostaglandinas36. En este modelo de isque-
mia cerebral, la activación del metabolismo anaerobio es incapaz de suplir las demandas ener-
géticas del tejido cerebral, lo que genera desacoplamiento energético y muerte celular22.   
Los pacientes con un TCE pueden desarrollar también hiperperfusión cerebral, debido 
a la pérdida de la regulación cerebral. Esta hiperemia condiciona un incremento en el volumen 
vascular cerebral que, a su vez, produce un incremento en la presión intracraneal. Es impor-
tante referir los términos hipoperfusión e hiperperfusión de manera relativa, es decir, de 
acuerdo a la demanda metabólica cerebral.  
 
Los factores celulares incluyen la presencia de inflamación, apoptosis, tumefacción ce-
lular y excitotoxicidad. De manera general, las diferentes vías patogénicas producen edema 
cerebral, lo que contribuye a la elevación de la presión intracraneal y la formación de un daño 
cerebral secundario.  
La inflamación está producida por dos tipos de células: los leucocitos reclutados desde 
la circulación general y la microglía residente, incluidos los astrocitos. Si un TCE ha sido lo sufi-
cientemente agresivo como para romper la barrera hematoencefálica, se producirá una esti-
mulación endotelial que a su vez, mediante señales bioquímicas, permitirá la infiltración de los 
tejidos dañados por células blancas de la circulación general, la activación de la microglía resi-
dente no dañada por el daño primario y la interacción entre ambos grupos celulares (generales 
y residentes). Estas interacciones celulares generan diversas sustancias reactivas (óxido nítrico, 
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productos reactivos de oxígeno y citoquinas), que estimulan la inflamación tisular (ver ilustra-
ción 2). Las principales moléculas de señalización parecen ser la interleucina 1 (IL-1) y el factor 
de necrosis tumoral (TNF). Otras moléculas como la interleucina 6 (IL-6), la interleucina 8 (IL-8), 
y el grupo de la proteína Fas y su ligando (Fas-L), también se han relacionado con la aparición 
de la respuesta inflamatoria37. Los astrocitos, estimulados por el TNF alfa (TNF-α) y por la IL1β, 
desencadena una respuesta autocrina en la que se produce hipertrofia, hiperplasia y produc-
ción de sustancias como la proteína gliafibrilar ácida (GFAP)38. Este mecanismo, tras un TCE 
moderado y focal, permite la contención 
del daño y la reestructuración cerebral 
(en forma de arborización dendrítica y 
remodelación neuronal)39. Sin embargo, 
la microglía también puede tener un 
factor regenerativo dado que puede pro-
ducir neurotrofinas de la familia del fac-
tor de crecimiento neuronal (NGF)40. A su 
vez, tras un TCE grave los astrocitos pue-
den favorecer la aparición de una cicatriz 
glial que dificulte la regeneración 
tisular39,41. De esta manera, la respuesta 
neuroinflamatoria posee una categoría 
dual, teniendo efectos neuroprotectores 
o neurotóxicos, según la intensidad de 
dicha respuesta37,42.  
La apoptosis es un mecanismo 
que se observa tras cualquier TCE, inclui-
dos los leves. En un  modelo con ratas, 
aparece sobre todo en la sustancia gris y 
blanca perilesional, iniciándose durante las 
primeras 12 horas y hasta dos días des-
pués. Disminuye de manera proporcional 
desde la zona del impacto. Tardíamente, a partir de las 72 horas del TCE, también  se detecta 
en el tálamo ipsilateral y puede estar activa durante la primera semana tras la noxa43. Similares 
hallazgos se han confirmado también en humanos44,45.  
 Interleucina 1 (IL1) 
- Incrementa el daño neuronal 
- El antagonista del receptor IL1 revierte su neurotoxicidad 
 Interleucina 6 (IL6) 
- La sobreproducción astrocitaria es beneficiosa 
- Su deficiencia es perjudicial 
- La sobreexpresión neuronal no altera el pronóstico neuro-
lógico 
 Interleucina 10 (IL10) 
- Efectos neuroprotectores de manera general 
- En niños, se asocia con peor pronóstico 
 Factor estimulante de colonias Granulocítico (G-CSF) 
- Antiapoptótico 
- Promueve neurogénesis 
 Factor de necrosis tumoral α (TNF-α) 
- Induce inflamación cerebral, aumenta la ruptura de la ba-
rrera hematoencefálica (BHE), y el reclutamiento leucocita-
rio 
- Su inhibición farmacológica disminuye la disfunción de la 
BHE y el edema 
- En un ensayo clínico con humanos con un inhibidor, no se 
encontraron diferencias clínicas 
- Los ratones knockout para TNF o su receptor, muestran un 
daño de la BHE o del tejido cerebral aumentado, así como 
una recuperación neurológica disminuida 
 Ligando Fas (Fas-L) 
- Implicado de manera general en la apoptosis 
 Interleucina 8 (IL8) 
- Promueve la infiltración de neutróficos 
- Incrementa la disfunción de la BHE 
- Estimula los factores neurotróficos en astrocitos cultivados 
 Proteína quimioatrayente de monocitos tipo 1 (CCL2) 
- Promueve la infiltración macrofágica 
Ilustración 2.- Principales citocinas implicadas en el daño 
cerebral traumático secundario. Entre paréntesis, su abre-
viatura más comúnmente aceptada, en inglés. Modificado 
de la referencia 37.  
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La explicación de por qué la lesión se propaga a zonas distales parece estar en la 
transmisión del estímulo apoptótico por la microglía, fundamentalmente por los astrocitos46. 
Estos, a través de los canales de unión de hendidura (CUH), forman redes neuronales que se 
comportan como un sincitio funcional47. Los CUH están formados por dos hemicanales, y se 
encuentran en las uniones astrocitarias y libres en el espacio extracelular. Tras un estímulo 
determinado, los astrocitos pueden transmitir señales específicas a través de ellas, usando el 
ion calcio (Ca2+) como mensajero, fenómeno que se llama gliotransmisión48. Existen dos vías de 
propagación de las ondas de Ca2+: una intracelular, propagada a través de moléculas de Inosi-
tol trifosfato (IP3) que permite la liberación de Ca
2+ desde reservorios intracelulares (retículo 
endoplasmático y mitocondrias); y otra extracelular, mediada por ATP+, que se elimina a través 
de hemicanales libres al espacio extracelular49. El incremento de potasio (K+) extracelular se ha 
propuesto como una de las señales de apertura de los hemicanales50 y, de esta manera, de los 
CUH. Se ha objetivado que tras un TCE, se produce un incremento en los niveles de K+ 51. Este 
K+ extracelular, ya sea mediante apertura directa  de canales de Ca2+, o mediante la apertura 
de hemicanales libres, genera una sobrecarga de Ca2+ intracelular, que activaría la apoptosis 
vía caspasas52.  
Tras un TCE, se ha observado un incremento de los niveles de glutamato extracelula-
res53, como consecuencia de la despolarización neuronal tras el trauma y un fallo energético 
debido a la hipoperfusión cerebral generalizada y el consumo de ATP. El exceso de glutamato 
activa canales de Ca2+ y sodio (Na+), lo que finalmente induce la lesión celular y la activación de 
la vía de las caspasas, induciendo la apoptosis celular52,54. El papel de los astrocitos inicialmen-
te consiste en “tamponar” este incremento mediante su captura a través de canales específi-
cos y su conversión en glutamina54. Además, los astrocitos vecinos aumentan la respuesta 
amortiguadora mediante la transferencia de glutamato por medio de CUH. No obstante, si el 
incremento de glutamato supera este sistema de defensa, el astrocito bloquea la formación de 
canales de glutamato55 y el incremento previo en Na+ origina un desplazamiento del glutamato 
almacenado hacia el espacio extracelular, perpetuando la respuesta excitotóxica. Sin embargo 
el fracaso reiterado con diferentes antagonistas de canales de N-metil-D-aspartato (NMDA) en 
el tratamiento del TCE severo56-60 ha hecho replantearse el papel del Glutamato en el DCT se-
cundario61. Parece que el glutamato puede tener un efecto dual, y que mientras que en las 
primeras horas tras un TCE su incremento en el espacio extracelular es responsable de la toxi-
cidad neuronal, su elevación mantenida a niveles más bajos que los iniciales durante días y 
semanas promueve la supervivencia, migración y diferenciación celular61.  
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Actualmente se aceptan dos tipos de edema cerebral según su origen: por extravasa-
ción y aumento del espacio extracelular (vasogénico) y por tumefacción celular (citotóxico)62. 
El edema citotóxico es el principal tras un TCE63, y aunque afecta tanto a las neuronas como a 
los astrocitos, debido a que estos son más numerosos, el edema cerebral está causado princi-
palmente por estos últimos64. No se sabe exactamente cuáles son los mecanismos responsa-
bles de la tumefacción. Se plantea que tanto el daño directo como la hipoperfusión cerebral 
producen consumo de ATP, falla energética y alteración de los gradientes iónicos transmem-
brana. Como consecuencia, se produce apertura de canales de Ca2+ y Na+, que no es compen-
sado por las bombas de Na+/K+ debido al déficit energético, lo que arrastra agua al interior de 
la célula65. Las acuaporinas y, en concreto, la acuaporina 4 (Acp-4), parece el principal respon-
sable del transporte de agua en los astrocitos66-68. 
Un resumen del daño cerebral traumático primario y secundario se puede observar en 
las ilustraciones 3 y 4.  
 
Ilustración 3.- Esquema de la fisiopatología del daño cerebral secundario. BHE: Barrera hemato-encefálica; HTIC: 
Hipertensión intracraneal, Aa: aminoácidos21,69.  
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Ilustración 4.- Esquema temporal de la fisiopatología del daño cerebral traumático. Tras el daño cerebral primario 
(inmediato y estático a lo largo del tiempo), la liberación de diferentes mediadores y la depleción energética 
ponen en marcha mecanismos que generan en última instancia inflamación y apoptosis en la zona lesionada, 
generando de esta manera el daño cerebral secundario. Al mismo tiempo y de manera secuencial se desencadena 
la producción de mecanismos contrarreguladores de la reparación endógena que son los encargados de contra-
rrestar los mecanismos lesivos y generar una respuesta regenerativa. O2: oxígeno, Ca
2+: Calcio, CUH: Canal de 
unión de hendidura, Fas: proteína Fas, FasL: Ligando de la proteína Fas,IL1: Interleucina IL6: Interleucina 6, IL-8: 
Interleucicna 8, IL-10: Interleucina 10, NGF: Factor de crecimiento neuronal, TNF: Factor de necrosis tumoral.  
 
1.3.- Tratamiento del TCE en pediatría 
El único tratamiento actual frente al DCT primario es la prevención. La mayoría de los 
tratamientos establecidos intentan evitar o disminuir las lesiones producidas por el DCT se-
cundario. Existen guías de manejo clínico, pero probablemente las más usadas sean las realiza-
das por la Brain Trauma Foundation, que a su vez está formada por un panel de expertos que 
revisan y actualizan las recomendaciones para el manejo del TCE en pediatría de acuerdo a la 
mejor evidencia científica disponible.  En ella están presentes diferentes sociedades científicas 
tanto europeas como americanas, incluyendo la Academia Americana de Pediatría (AAP), la 
Sociedad Pediátrica de Cuidados Intensivos (Reino Unido; PICS), la Sociedad Europea de Cuida-
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dos Intensivos Pediátricos y Neonatal (SPNIC) y la Federación Mundial de Sociedades de Cuida-
dos Intensivos Pediátricos (WFPICCS). Estas guías se actualizan periódicamente, siendo la se-
gunda y última edición editada en el año 2012 (disponible en internet, en la página 
http://www.braintrauma.org/pdf/guidelines_pediatric2.pdf). A cada recomendación se le 
asigna un nivel de evidencia: Clase I, datos obtenidos de ensayos clínicos aleatorizados; Clase 
II, estudios controlados, observacionales, cohortes y retrospectivos, así como ensayos clínicos 
aleatorizados que no cumplen con un buen diseño y una descripción clara de sus resultados y 
métodos; finalmente, la Clase III está formada de datos observacionales recogidos retrospecti-
vamente, provenientes de casos clínicos, series de datos y registros epidemiológicos.  
 
Las medidas generales de tratamiento en el TCE grave (escala de coma de Glasgow < 8) 
que se recomiendan son (ver ilustración 5):  
a) Cabeza en posición neutra y a 30º, lo 
que evita la compresión de las venas 
yugulares y mejora el drenaje venoso 
cerebral, evitando un incremento en la 
presión intracraneal (PIC).  
b) Mantener la TA en rango normal, para 
evitar el daño secundario por isquemia e 
hipoxemia. El tratamiento se realizará asegurando un volumen extravascular ade-
cuado, junto con cifras normales de hemoglobina. Los fluidos isotónicos se prefie-
ren a los sueros glucohiposalinos, dado que estos últimos pueden favorecer el paso 
de fluidos a través de la barrera hematoencefálica dañada desde el espacio intra-
vascular al intersticio neuronal y al interior de la célula. De esta manera, se genera 
un edema cerebral generalizado que incrementa la PIC. Si a pesar de una volemia 
óptima persiste la hipotensión, estaría indicado el uso de inotropos, siendo de 
elección la noradrenalina porque incrementa en mayor medida la presión arterial 
diastólica, sin incrementar el consumo cerebral de oxígeno.  
c) Analgesia y sedación. El dolor y el estrés asociado al TCE, además de diferentes 
maniobras terapéuticas que se realizan en las unidades de cuidados intensivos pe-
diátricos (UCIP; por ejemplo, succión a través de un tubo endotraqueal) incremen-
tan las demandas metabólicas cerebrales, aumentando el flujo sanguíneo cerebral 
Medidas generales de tratamiento 
 Cabeza en posición neutra 
 Normotensión 
 Analgesia y sedación 
 Normoventilación y normooxigenación 
 Anticonvulsionantes 
 Control del medio interno 
 Normotermia 
Ilustración 5.- Medidas generales del tratamien-
to tras un trauma craneal grave.  
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y elevando la PIC70,71. Sin embargo, un exceso en dichos fármacos pueden tener 
como efecto secundario hipotensión arterial sistémica, vasodilatación cerebral re-
fleja e incremento de la PIC. Se recomiendan fármacos analgésicos en perfusión 
continua, como el fentanilo, remifentanilo o cloruro mórfico. Como fármacos se-
dantes se prefiere una benzodiacepina de acción corta en perfusión continua, co-
mo el midazolam. No se recomienda el uso de la ketamina, debido a la creencia de 
que puede incrementar la PIC por efecto sobre la vasodilatación cerebral, aunque 
un estudio limitado ha puesto en duda esta afirmación72. El propofol está contra-
indicado por ficha técnica en menores de dos años; si se usa, se deben monitorizar 
estrechamente los niveles de lactato y la aparición de acidosis metabólica71.   
d) Normo ventilar y normo oxigenar. Se recomienda mantener niveles de paO2 > 100 
mm Hg. No se conocen los niveles a partir de los cuales un exceso de oxigenación 
son tóxicos en el paciente con un TCE grave, pero dado que tras un TCE se ha obje-
tivado incremento en los productos reactivos de oxígeno, parece de sentido co-
mún mantener la cifra mínima necesaria. Los niveles de pCO2 objetivo están entre 
35-40 mmHg. Hay que evitar tanto la hiperventilación (pCO2 < 32 mmHg), que 
condiciona vasoconstricción cerebral, descenso del flujo sanguíneo cerebral y ries-
go de isquemia secundaria, como la hipoventilación (pCO2 > 45 mmHg), ya que 
conduce a vasodilatación cerebral e incremento de la PIC.  
e) Anticonvulsivos. Las crisis comiciales deben tratarse de inmediato ya que aumen-
tan el requerimiento metabólico de oxígeno, aumenta la PIC, favorecen la hipoxia 
cerebral y la liberación de neurotransmisores que amplían el DCT secundario. No 
obstante, se ha observado que el tratamiento profiláctico anticonvulsivo no tiene 
efecto preventivo en las convulsiones tardías (de aparición más allá de los prime-
ros 7 días tras el TCE). No obstante, sí que parecen disminuir la incidencia de con-
vulsiones precoces (< 7 días tras el traumatismo)73. El tratamiento más usado es la 
fenitoína, monitorizando sus niveles plasmáticos. Otra opción eficaz sería el uso de 
ácido valproico, aunque existen dudas acerca de su seguridad74.  Fuerza de reco-
mendación: débil (calidad de evidencia III) 75.  
f) Evitar alteraciones metabólicas. Hay que asegurar los aportes adecuados de glu-
cemia en el paciente crítico, como sustrato energético principal del tejido cerebral, 
pero no está claro qué es un “aporte adecuado” en este grupo de pacientes76. 
Aunque se ha objetivado una mayor tasa de complicaciones y mortalidad en los 
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pacientes críticos con hiperglucemia12,16,77, un control estricto puede conllevar a 
mayor incidencia de hipoglucemia y DCT secundario. Evitar la hiponatremia dado 
que favorece la aparición de edema cerebral.  
g) Normotermia. La fiebre produce un aumento de las demandas metabólicas, pro-
duce cambios inflamatorios, oxidación de los lípidos y una mayor toxicidad neuro-
nal. La aparición de fiebre tras un TCE se asocia con una mayor mortalidad e inci-
dencia de lesión neurológica78. 
  
1.3.1- Monitorización de PIC 
Como se ha mencionado previamente, muchas de las diferentes vías patogénicas del 
daño cerebral secundario originan, en última instancia, edema cerebral y elevación de la PIC 
que limitan la supervivencia de las células cerebrales. La elevación de la PIC puede producir 
DCT secundario por dos vías diferentes: por una parte compresión directa del parénquima 
cerebral cuya última expresión serían los síndromes de herniación cerebral; y por otra parte el 
incremento en la presión intracraneal origina un descenso en la presión de perfusión cerebral 
(PPC) que determina lesión por isquemia y una disminución del aclaramiento de los metaboli-
tos tóxicos que se acumulan tras la lesión primaria.  
El diagnóstico clínico de hipertensión intracraneal puede ser difícil sobre todo en aque-
llos pacientes que han sufrido un traumatismo grave o aquellos en los que están intubados y 
bajo los efectos de fármacos sedantes. La tríada clínica de hipertensión arterial, bradicardia y 
anisocoria cuando ocurre suele ser de forma tardía, y puede no aparecer completa hasta que 
la herniación cerebral y la muerte cerebral es inminente, o con valores de PIC muy elevados. 
Los lactantes con fontanelas abiertas, presentan también riesgo de desarrollar una HTIC, no 
habiéndose estudiado la sensibilidad de la fontanela a tensión como hallazgo aislado que per-
mita el diagnóstico79.  
Las guías clínicas de manejo de trauma craneal pediátrico recomiendan la monitoriza-
ción de la PIC en aquellos pacientes que han sufrido un trauma grave (escala de coma de Glas-
gow 3-8) basándose en las siguientes afirmaciones: una incidencia de HTIC elevada en los pa-
cientes con trauma grave, una asociación entre HTIC y un pronóstico neurológico pobre, la 
concordancia entre protocolos de tratamiento basados en cifras de HTIC y la mejoría de los 
resultados clínicos, y una mejora en el pronóstico de los pacientes asociados a aquellos pacien-
tes que responden a las terapias de descenso de la HTIC80.  
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1.3.2.- Tratamiento de la HTIC 
a) Indicación del tratamiento de HTIC 
Clásicamente el tratamiento de la HTIC se basaba en la cifra absoluta de la PIC. Eleva-
ciones esporádicas por encima de 20 mmHg son normales en el paciente sano, pero incremen-
tos mantenidos en el tiempo pueden ser perjudiciales y agravar el daño cerebral secundario81. 
Probablemente los límites normales estén relacionados con la edad, y sean menores en lactan-
tes y se vayan incrementando a medida que se acerca a la edad adulta, pero faltan estudios 
que corroboren esta afirmación82.  
La PPC parece que es un parámetro también indicado para el manejo de la HTIC. Se de-
fine como la diferencia entre la presión arterial media (PAM) y la PIC [PPC=PAM-PIC]. Es un 
indicador de la perfusión sanguínea cerebral, y un descenso de la misma, ya sea por un des-
censo por hipotensión sistémica como por una elevación de la PIC, conlleva un riesgo en un 
cerebro que ha perdido la autorregulación cerebral, de desacoplamiento entre las demandas 
regionales de oxígeno y su metabolismo. Para una correcta medición, la PAM debe ser medida 
mediante procedimientos invasivos, y calibrada a la altura de la aurícula derecha, mientras que 
la PIC debe ser a nivel del trago (equivale al agujero de Monro). No existen estudios bien dise-
ñados que indiquen las cifras óptimas de PPC según el rango de edad que permitan demostrar 
un descenso de la morbilidad y mortalidad. De manera general, las guías de tratamiento reco-
miendan tratar al paciente para mantener una PPC mínima de 40 mmHg, considerando que 
quizás sea apropiado en niños mayores cifras entre 40-50 mmHg (nivel de evidencia III, estu-
dios de baja calidad)83.  
 
b) Medidas de primer nivel 
Son aquellas que se ha demostrado un efecto bene-
ficioso bien sobre la mortalidad o sobre las secuelas neuro-
lógicas (ilustración 6). La indicación de utilizar una u otra 
vendrá dada por las características del paciente y las lesio-
nes subyacentes. Estas medidas son:  
a. Evacuación de lesiones cerebrales, si no se ha realizado antes. Se recomienda la in-
tervención quirúrgica en la fractura ósea craneal con hundimiento, los hematomas 
epidurales y subdurales que produzcan efecto masa. En ocasiones, es necesario rea-
Tratamiento de HTIC 
 Medidas de primer nivel 
o Evacuación de lesiones 
o Relajación muscular 
o Hiperventilación moderada 
o Terapia osmolar 
 
 Medidas de segundo nivel 
o Cranectomía descompresiva 
o Hiperventilación intensa 
o Coma barbitúrico 
Ilustración 6.- Opciones de tratamien-
to de hipertensión intracraneal (HTIC) 
según la calidad científica.  
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lizar una prueba de imagen en estos pacientes previo a la decisión de intervenir, lo 
que conlleva un traslado a la sala de neuroimagen con el riesgo que supone.  
b. Relajación muscular, que disminuye la PIC por dos mecanismos fundamentales: 
disminuye la asincronía con el respirador, disminuyendo la presión de la vía áerea e 
intratorácica facilitando el retorno venoso cerebral; y disminuye las demandas me-
tabólicas al eliminar la contracción del músculo esquelético. Sin embargo, su utiliza-
ción conlleva diferentes riesgos (extubación acccidental, imposibilidad de valorar 
clínicamente convulsiones motoras, aumento en la incidencia de neumonía noso-
comial, hipotensión y miopatía) que puede prolongar la estancia en UCIP y añadir 
un factor de morbimortalidad71.  
c. Evacuación de Líquido cefalorraquídeo (LCR), mediante un catéter intraventricular 
insertado previamente para el control de la PIC o de forma urgente en una inter-
vención realizada para este fin. La evacuación de una pequeña cantidad de LCR a 
través del mismo (aproximadamente 2-20 mL) disminuye la PIC de manera transito-
ria. Dicho catéter puede ser insertado en la UCIP o en quirófano, y tiene como efec-
to secundario la posibilidad de generar una hemorragia o su infección. En pacientes 
con HTIC refractaria a este método, y que no tienen en la prueba de imagen evi-
dencia de una lesión focal, se recomienda la utilización de un drenaje espinal eva-
cuador para el control de la PIC84. 
d. Terapia osmolar con suero salino hipertónico (3%) en forma de bolos intermitentes 
(6,5-10 mL/kg, evidencia clase II) o en perfusión continua (0,1-1 mL/kg/h, evidencia 
clase III) ha demostrado ser más efectivo que el suero salino isotónico (0,9%) para 
el tratamiento de la HTIC. Se debe utilizar la dosis mínima efectiva, y vigilar estre-
chamente la natremia y la osmolaridad sérica evitando incrementos de esta última 
por encima de 360 mOsm/L. El uso del manitol no se encuentra avalado por eviden-
cia científica, y además posee el efecto deletéreo de inducir poliuria tiempo des-
pués de su infusión (1-2 horas), que puede ocasionar a su vez hipotensión y dismi-
nución de la PPC, por lo que no se recomienda actualmente85.  
e. Hiperventilación moderada, manteniendo las cifras de PaCO2 30-35 mmHg. Dismi-
nuye la PIC al producir vasocontricción cerebral y disminución del flujo sanguíneo 
cerebral30. El efecto es transitorio por lo que se debe utilizar solo de forma puntual 
frente a ascensos de la PIC que no responden a otros tratamientos. Se recomienda 
que, cuando se utiliza de manera continua, monitorizar la Saturación de oxígeno en 
 Introducción 
20 
 
el bulbo de la yugular (SjO2), manteniendo valores entre 55-75%. Valores de SjO2 
inferiores a 55% son compatibles con isquemia cerebral, contraindicando la hiper-
ventilación. Valores de SjO2 superiores a 75% indican hiperemia cerebral (excepto 
cuando la exploración clínica sea compatible con muerte encefálica), beneficiándo-
se de la hiperventilación. Se debe evitar la hiperventilación profunda (PaCO2 < 30 
mmHg) en las primeras 48 horas tras un TCE grave, ya que reduce el flujo sanguíneo 
cerebral y genera pobres resultados neurológicos a largo plazo86.  
 
 
c) Medidas de segundo nivel 
Cuando las medidas de primer nivel no consiguen alcanzar una cifra normal de PIC, es-
taría indicado la utilización de medidas de segundo nivel. Estas, de manera general, se apoyan 
en una menor evidencia científica y aunque han demostrado que disminuyen las cifras de PIC 
no han conseguido demostrar evidencia de un descenso en la mortalidad o en las secuelas 
neurológicas a largo plazo.  
 Coma barbitúrico, indicado en pacientes con HTIC que no responde a medidas ge-
nerales y de primer nivel, y están estables hemodinámicamente. Los barbitúricos 
tienen un efecto neuroprotector por un descenso de los radicales libres, estabiliza 
la membrana neuronal y disminuye los requerimientos metabólicos cerebrales. 
También disminuye la PIC al modificar el tono cerebrovascular (produce vasocons-
tricción de arterias cerebrales). Sin embargo, produce serios efectos adversos: de-
presión miocárdica, hipotensión y alteraciones en la inmunidad. Su uso debe reali-
zarse bajo monitorización estrecha e invasiva de la presión arterial,  y es frecuente 
la necesidad conjunta de fármacos inotrópicos. La utilización profiláctica no está in-
dicada87.  
 Cranectomía descompresiva. La evidencia parece asociar la realización de craneo-
plastias extensas junto con duroplastia y eliminación del hueso con un mejor pro-
nóstico neurológico y una menor mortalidad en aquellos pacientes con HTIC intra-
table o signos de herniación cerebral88,89.  
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d) Medidas actualmente no recomendadas 
Corticoides. Usados habitualmente en el manejo del edema citotóxico asociado a ciru-
gía de tumores del sistema nervioso central, su base teórica de utilización está en la estabiliza-
ción de la barrera hematoencefálica (BHE) y en la disminución en la producción de LCR. Sin 
embargo, los estudios fase dos indican que el tratamiento de la HTIC no se asocia con un des-
censo de la mortalidad, un resultado neurológico adverso o un mayor control de la PIC. Por el 
contrario, aumenta el riesgo de infección bacteriana (principalmente, neumonía) así como 
produce una supresión del cortisol endógeno, que podría ser perjudicial90,91.  
Hipotermia. A pesar de las esperanzas puestas en esta terapia, la evidencia científica 
no parece apoyar su uso. Los mecanismos básicos a través de los cuales la hipotermia protege 
al cerebro incluirían los siguientes: reducción en el metabolismo cerebral, efectos sobre el flujo 
sanguíneo cerebral, reducción de las necesidades de oxígeno, antagonista del calcio, bloqueo 
de mecanismos excitotóxicos, conservación de la síntesis proteica, modulación de la respuesta 
inflamatoría, descenso en el edema cerebral, protección de la materia blanca y modulación de 
la apoptosis92.  
En las últimas guías de la Brain Trauma Foundation se recomendaba el uso de la hipo-
termia moderada (Tª central 32-34ºC) como tratamiento precoz de la HTIC que no responde a 
otras medidas78. Sin embargo, en esas mismas guías clínicas ya se advertían de que el resulta-
do del estudio “Cool Kids” podía modificar e invalidar estas conclusiones. En dicho estudio, los 
investigadores asignaron aleatoriamente pacientes pediátricos con un TCE severo a un grupo 
con hipotermia moderada o con normotermia, valorando variables como la mortalidad, escala 
pronóstica de Glasgow a los 3 meses y la incidencia de efectos adversos serios.  El estudio se 
interrumpió cuando se habían reclutado menos de un cuarto de los pacientes debido a que no 
se encontraron ninguna diferencia en las variables medidas93. Un meta análisis que recoge los 
cinco ensayos clínicos de hipotermia tras TCE publicados hasta la fecha no encontró que la 
diferencia entre la odds ratio de muerte en el grupo de hipotermia fuera mayor comparado 
con el grupo de normotermia, y los autores se declaran preocupados por la tendencia al in-
cremento de riesgo en los pacientes con hipotermia, a pesar de no ser significativa. Por este 
motivo recomiendan el cese de los estudios en los pacientes con TCE e hipotermia94.  
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1.4.- Nuevos tratamientos farmacológicos en el TCE 
En los últimos años, paralelamente al mayor conocimiento en la fisiopatología del DCT 
primario y secundario, se han desarrollado nuevos tratamientos que intentan bloquear o esti-
mular diferentes dianas terapéuticas. La mayoría se encuentran en fase experimental, y muy 
pocos se han comenzado a utilizar en estudios preliminares en humanos95. Sin embargo, de los 
que se han iniciado estos estudios, la mayoría han fracasado. Existen fármacos que actúan 
exclusiva o principalmente sobre solo un mecanismo de DCS, mientras que otros bloquean los 
efectos deletéreos a múltiples niveles. Las tablas 1 y 2  resumen la mayoría de estos estudios.  
 
1.4.1.- Fármacos que actúan sobre un mecanismo patogénico 
Como se ha comentado previamente, la inflamación viene mediada por la liberación de 
diferentes citocinas, de entre las cuales destaca la  IL1β38. Ésta regula la activación de señales 
intracelulares en los astrocitos que pone en marcha la astrocitosis reactiva. En un modelo con 
ratones la administración de un anticuerpo neutralizante de la IL1β en el espacio intratecal, 
desde los primeros 5 minutos tras el traumatismo y diariamente hasta un total de 14 días dis-
minuyó la activación de la microglía, el infiltrado granulocitario, la pérdida de tejido cerebral y 
los déficits neurológicos tras un TCE96.   
Un análogo del tripéptido protector Glypromate®, el NNZ-2566, tiene efectos neuro-
protectores dada la capacidad de modular la expresión de múltiples mediadores inflamatorios, 
como la IL-1β, TNF-α y el interferón gamma (IFN-γ)97. Actualmente existen dos estudios Fase II 
que buscan conocer el efecto de este fármaco en pacientes con TCE (estudio INTREPID2566; 
NCT01366820, NCT00805818), sin que se hayan comunicado aún resultados provisionales.  
También la apoptosis es una diana terapéutica. Una ruta final de activación de la muer-
te celular programada la conforma la vía de las caspasas45. La administración de un inhibidor 
de la caspasa 3 ha demostrado el descenso en la intensidad de la apoptosis y del volumen del 
tejido cerebral dañado tres semanas tras el TCE, pero sin encontrar diferencias en la evolución 
neurológica98. La ciclosporina es un inmunosupresor que también reduce la pérdida de volu-
men cerebral tras un TCE, actuando mediante el bloqueo de poros de permeabilidad sensibles 
a Ca2+ 99,100. Existe un análogo no inmusupresor de la ciclosporina, NIM811, equivalente  a ésta 
en disminuir la fragmentación del citoesqueleto y que ha demostrado mejorar la respuesta 
motora en un modelo con ratones de TCE101. Una dosis de 10 mg/kg de este fármaco en ratas 
se asocia con una mejoría en el funcionamiento de la mitocondria, un descenso en el estrés 
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oxidativo y una mejoría cognitiva102. Este fármaco tendría la ventaja de modular la apoptosis 
celular sin producir la inmunosupresión sistémica de la ciclosporina.  
Los CUH tienen un papel crucial en la transmisión del estímulo apoptótico. Su bloqueo 
ha sido estudiado mediante el uso de carbexenolona y octanol, ambos antagonistas de estos 
canales. Se ha demostrado in vitro, en cultivos tisulares neuronales monocapa, que la adminis-
tración de estos productos disminuye el área de daño celular traumático a solo el punto de 
impacto, sin que se produzca propagación a distancia. Igualmente, la inhibición de la expresión 
del principal componente de la CUH disminuyó la propagación de la muerte cerebral103.  
Dado que el principal responsable de la tumefacción celular de los astrocitos, y por 
tanto del edema cerebral, está mediado por la Acp-4, su inhibición es un interesante objetivo 
de investigación. Experimentalmente, se sabe que la administración de Zn2+ bloquea este 
transportador de manera reversible104.  
La bradicinina, un mediador inflamatorio del sistema kinina-kalicreína, aumenta la 
permeabilidad de la BHE tras un TCE, produciendo edema cerebral vasogénico105. Bradikor 
(deltibant), un antagonista de los receptores de Bradicinina, no demostró eficacia en un estu-
dio multicéntrico de fase II comparado con placebo106. Anatibant, un antagonista del receptor 
B2 de la Bradicinina, reducía el edema cerebral en animales de experimentación y fue seguro 
en estudios fase I105. Se ha realizado un estudio en Fase II (BRAIN TRIAL) en el que los objetivos 
fueron la descripción de efectos adversos secundarios y encontrar la dosis eficaz para plantear 
un estudio en Fase III. Los resultados no hallaron efectos adversos serios en el grupo de trata-
miento, aunque tampoco encontraron ningún beneficio105. El estudio no reclutó al total de 
pacientes que se planificaron, debido a que se suspendió por a un litigio entre la empresa que 
patrocinaba el estudio y los investigadores, y existen dudas sobre la veracidad de los datos que 
presentan107.  
El glutamato es uno de los principales mediadores de la toxicidad neuronal inmediata. 
Sin embargo, los estudios en pacientes que usaron antagonistas de los receptores NMDA han 
fracasado en demostrar un efecto beneficioso claro, replanteándonos su papel en el DCT se-
cundario61,69,108,109. Un ensayo clínico con un antagonista de canales NMDA (Selfotel) fue sus-
pendido debido a la preocupación por el aumento de efectos adversos y  de mortalidad res-
pecto al grupo control tras su administración en pacientes adultos con un TCE grave57. Otros 
antagonistas del receptor NMDA han fallado a la hora de demostrar resultados en ensayos 
clínicos en humanos como fueron el Licostinel56, Aptiganel58 y Givestinel59.   El desanabinol, un 
antagonista NMDA cannabinoide, añade al efecto antagonista del glutamato la protección 
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frente al edema cerebral citotóxico. Se realizó un estudio fase III, multicéntrico, que incluyó a 
861 pacientes con un TCE grave. Se les administró una dosis única del fármaco dentro de las 
primeras 6 horas tras el TCE y se comparó frente al placebo. El ensayo clínico demostró que el 
fármaco era seguro, pero no era eficaz en el tratamiento del TCE grave (su variable principal 
fue una mejoría en la escala pronóstica de Glasgow a los seis meses)60.  
 El magnesio (Mg2+) intravenoso tiene un efecto protector potencial porque bloquea 
los canales NMDA, los canales de Ca2+ y estabiliza las membranas neuronales. Sin embargo,  en 
un ensayo clínico doble ciego en adultos, el tratamiento mediante infusión contínua con sulfa-
to de magnesio iniciado en las primeras ocho horas tras el TCE y durante un total de cinco días 
tampoco tuvo efectos neuroprotectores, e incluso incrementó la mortalidad comparándolo 
con el placebo 110.  
Otro mecanismo de toxicidad neuronal son la formación de radicales libres (especies 
reactivas de oxígeno y nitrógeno), que pueden causar daño a lípidos, proteínas y ácidos nuclei-
cos y desencadenar muerte celular. Se han probado diferentes agentes antioxidantes como el 
polietilen glicol conjugado SOD (PEG-SOD o pegorgotein), aunque en un estudio clínico en fase 
III frente a placebo, no ha demostrado diferencia estadística en el pronóstico neurológico o en 
la mortalidad a los tres o seis meses111. Otra molécula, la superóxido dismutasa lecitinizada 
(PC-SOF), previene la pérdida neuronal en neuronas del hipocampo (región CA3) a los 3 y 7 
días tras un TCE en un modelo de ratas112. Sin embargo, aún no se ha realizado un estudio en 
humanos para confirmar su efecto.  
Otra molécula importante en la señalización del DCT secundario es el Ca2+. El nimodi-
pino es un bloqueante de canales de Ca2+ que se ha usado en un intento de revertir el vasoes-
pasmo secundario al TCE, manteniendo el flujo sanguíneo cerebral y de esta manera evitar el 
DCS. En pacientes con hemorragia subaracnoidea secundaria a la ruptura espontánea de un 
aneurisma, disminuye la posibilidad de un mal resultado neurológico a largo plazo tras su ad-
ministración oral. Sin embargo, un metaanálisis de estudios publicados que incluían más de mil 
pacientes con hemorragia subaracnoidea tras un TCE no demostró una mejoría ni en la morta-
lidad (Nimodipino 39%, Placebo 40%, no significativo) ni en cuanto a mejor pronóstico neuro-
lógico (Nimodipino 26%, Placebo 27%, no significativo)113.  
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1.4.2.- Fármacos que actúan a varios niveles 
La edaravona ha demostrado efectos neuroprotectores en modelos de experimenta-
ción animal reduciendo el estrés oxidativo, la muerte celular programada, la activación glial y 
astrocitaria, la producción de citocinas inflamatorias, el edema cerebral, la permeabilidad de la 
BHE y los déficits neurológicos tras un TCE114. Este efecto es mayor cuando se administra en las 
primeras tres horas tras la agresión115. No se ha probado en humanos.  
Actualmente está en estudio un agonista de los receptores cannabinoides 1 y 2, deno-
minada BAY/KN 38-7271, y que en modelos experimentales en ratas de TCE produce una dis-
minución del área dañada cuando se aplica en las primeras horas116. Un estudio aleatorizado, 
doble ciego, comparado con placebo, Fase IIa, no halló efectos adversos serios y la superviven-
cia fue mayor en los grupos de tratamiento comparado con placebo al mes de seguimiento, 
aunque dichas diferencias desaparecieron a los seis meses117.  
La progesterona, administrada a dosis relativamente elevadas durante las primeras ho-
ras, en estudios preclínicos limita el daño cerebral,  reduce la pérdida de tejido neuronal y me-
jora la recuperación funcional118. Los mecanismos por los que parece que actúa son restauran-
do la BHE, frenando el edema cerebral, disminuyendo la cascada inflamatoria y limitando la 
necrosis y apoptosis celular119. Un metanálisis publicado en 2012 que incluyó a tres estudios en 
adultos con un total de 315 pacientes concluyó que el riesgo relativo conjunto para mortalidad 
al final del seguimiento fue de 0,61 (Intervalo de confianza del 95% [IC95%] 0,4-0,93), y para la 
variable muerte o incapacidad grave en el grupo de progesterona fue de 0,77 (IC 95% 0,62-
0,96). No se encontraron diferencia en incidencia de efectos adversos (tromboembolismo, 
hipotensión o infección) o control de PIC (solo informado en un estudio)120. Los autores del 
metaanálisis concluyen que, aunque parece que la progesterona puede ser eficaz en el trata-
miento del TCE, son necesarios más estudios para corroborar esta afirmación.  
La eritropoyetina (EPO) es una citocina producida en el cerebro humano en respuesta 
a múltiples estímulos dañinos121. La unión de la EPO a su receptor (EPOr) lo dimeriza, inducien-
do la autofosforilación de la proteína JAK-2 y la activación del receptor122. La activación de JAK-
2 induce la fosforilación de vías de señalización intracelular como la PI3K y Akt, y otras vías 
extracelulares como ERK1/2, promoviendo la migración de progenitores neuronales en células 
de ratones122. Igualmente, la administración incrementa el porcentaje de nuevas células gene-
radas que pueden diferenciarse hacia células neuronales maduras, aumenta la producción del 
factor de crecimiento neuronal derivado del cerebro (BDNF) y mejorar el aprendizaje 
espacial123,124. En humanos, ha finalizado un estudio en fase I, en el que no se ha podido de-
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mostrar efectividad (neuroprotección o mejora del resultado adverso)  ni tampoco efectos 
adversos con el tratamiento con EPO, si bien la randomización del estudio no fue la ideal125. 
Existen otros 3 estudios pendientes de finalizar para aclarar su efecto (NCT00987454, 
NCT00313716, NCT00375869).  
La ketamina es un fármaco sedante y analgésico que se utiliza tanto para inducción de 
anestesia como en sedación contínua en pacientes con ventilación mecánica. La ketamina ha 
demostrado efectos antiinflamatorios en diferentes modelos experimentales, disminuyendo la 
concentración de diferentes citokinas (IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α e IFN-γ)126. Aunque no hay 
estudios de calidad en pacientes con TCE, diferentes estudios retrospectivos parecen apoyar su 
seguridad tanto en la secuencia de intubación, su uso como anestésico intraoperatorio y en el 
manejo de pacientes ventilados con TCE72,127. Además, su uso junto con otros anestésicos no 
parece incrementar la PIC127. No obstante, no existen en la actualidad ensayos clínicos bien 
diseñados que demuestren este efecto, y la ketamina según ficha comercial sigue estando 
contraindicada como fármaco en la secuencia de intubación rápida en pacientes con sospecha 
de TCE o HTIC.  
Las soluciones de perfluorocarbonados son moléculas biológicamente inertes con gran 
afinidad por el oxígeno y por el dióxido de carbono (CO2) que pueden aumentar la oxigenación 
tisular cuando se usan junto con concentraciones de oxígeno inspirado altas. Un estudio en 
animales ha demostrado que la dilución isovolémica con uno de estos compuestos (Oxycyte®), 
produce un aumento en la presión parcial de oxígeno (PaO2) y en el contenido de oxígeno en 
la sangre (CaO2), sin influir sobre el pH, pCO2, o el flujo sanguíneo cerebral, cuando se compa-
ra con la administración con albúmina128. En un modelo en ratas de TCE cerrado, este com-
puesto se asoció con una mejora en la función cognitiva, menor pérdida neuronal en la región 
del hipocampo CA3 y en el consumo de oxígeno mitocondrial129. Se desconoce si el incremento 
de la concentración de oxígeno puede tener efectos perjudiciales por un aumento en la forma-
ción de radicales libres130. Existe un estudio en fase IIb que se está llevando a cabo para de-
mostrar su seguridad y eficacia en pacientes con TCE grave (NCT00908063).  
Las estatinas, inhibidores de la síntesis de colesterol, también tienen un efecto protec-
tor en base a múltiples mecanismos: mejoran la función endotelial, aumentan la disponibilidad 
de óxido nítrico (NO), son antioxidantes, inhiben la respuesta inflamatoria, tienen propiedad 
inmunomodulatora, aumentan la expresión de la sintetasa de óxido nítrico  endotelial (eNOS), 
disminuyen la activación plaquetaria, regulan la angiogénesis, neurogénesis y la sinaptogéne-
sis131. En animales de experimentación, promueve la síntesis de factores de crecimiento, in-
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crementa la proliferación celular y la diferenciación neuronal, e incrementa la recuperación del 
aprendizaje espacial132. También reduce los déficits neurológicos, la degeneración de las neu-
ronas del hipocampo, la respuesta inflamatoria y mejora la hemodinámica cerebral133. En hu-
manos, se han realizado dos estudios clínicos con rosuvastatina. En el primero no se encontró 
diferencia en el marcador incapacidad a los tres meses, aunque sí mejoraba la amnesia134.  El 
segundo demostró una mejoría en algunos marcadores de inflamación (TNFα) sin afectar a 
otros (IL-1β, IL-6, and IL-10), pero sí que se encontró una mejora en las puntuaciones de invali-
dez y sin encontrar efectos secundarios adversos135.   
Además estudios de experimentación animal demostraron que la administración de 
atorvastatina  junto con células madre mesenquimales (MSC) incrementa el acceso y la super-
vivencia de las células trasplantadas en el tejido cerebral, potenciando la recuperación funcio-
nal comparada con monoterapia, y amplifica la proliferación celular endógena136,137.  
La citicolina es un intermediario en la generación de fosfatidil-colina desde la colina. El 
cerebro usa la colina para sintetizar el neurotransmisor acetil colina y otros componentes de la 
membrana celular. La citicolina aumenta la disponibilidad de la colina para la síntesis de neuro-
transmisores y membranas celulares incrementando así la reparación138. El estudio COBRIT fue 
un estudio en Fase III, randomizado y doble ciego, que se diseñó para determinar si la citicolina 
(2 mg vía oral diariamente durante 90 días) mejoraba el resultado funcional o cognitivo en 
pacientes adultos con TCE139. Los resultados demostraron que en ningún subgrupo de TCE me-
joró en las escalas de evaluación139.  
El óxido nítrico activa la guanilato ciclasa soluble, llevando a la formación de GMP cícli-
co (GMPc). Como segundo mensajero, el incremento en los niveles aumenta la proliferación de 
células endoteliales y neuronas motoras. Los niveles de de cGMP se pueden incrementar por 
aumento del NO, o por inhibición de la hidrólisis de GMPc por inhibidores de la fosfodiesterasa 
5 (Sildenafilo)131.  
En resumen, se puede afirmar que, aunque se han testado varias moléculas en diferen-
tes estudios, no se ha conseguido encontrar aún un fármaco que actúe como una “bala mági-
ca” que mejore la supervivencia o la disfunción neurológica tras un TCE. Las tablas 1 y 2 mues-
tran un resumen de los diferentes ensayos clínicos para el tratamiento farmacológico del TCE.  
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Tabla 1.- Ensayos clínicos finalizados o recientemente iniciados para el tratamiento farmacológico del TCE. 
NICHHD: National Institute of Child Health and Human Development; NINDS: National Institute of Neurological 
Disorders and Stroke, USA; EPO: eritropoyetina; EPOrH: EPO recombinante humana; IGF-1: Factor de crecimiento 
insulínico 1.  
Fármaco/Empresa Mecanismo de acción Estado actual 
Anatibant (XY2405) / Xytis Antagonista receptor de bradiquinina B2 Fase II (BRAIN TRIAL)
105
 
Darbopoietina alfa (Amgen’s Ara-
nesp®) / Universidad Alberta 
Activación de receptores de EPO preveniendo la exocitosis del 
glutamato al espacio extracelular cerebral 
Fase II 
EPOrh / Colegio médico Wisconsin Múltiple: antiapoptótico y disminuye el edema cerebral Fase II/III
125
 
KN 38-7271 / KeyNeurotek AG Agonista de receptor cannabinoide CN1/CN2 Fase II
117
 
NNZ-2566 / Neuren Pharmaceuticals Análogo de Glypromato® (Glicil-Prolín-Glutamato, derivado de 
IGF-1) 
Completada la fase I, Fase II 
iniciada en 2008  
Ketamina / Universidad Arkansas Posible efecto neuroprotector  Fase I 
Oxycyte / Syntetic Blood Interna-
tional SA 
Aumenta los niveles de oxígeno en el cerebro  Fase IIb  
Progesterona iv / NINDS Reducción del edema y daño cerebral Fase III
120
 
 
Tabla 2.- Estudios actualmente interrumpidos para el tratamiento farmacológico del TCE. NIH: National Institute 
of Health; NICHHD: National Institute of Child Health and Human Development; NINDS: National Institute of 
Neurological Disorders and Stroke; NMDA:  N-metil-D-Aspartato; SNC: Sistema nervioso central; TCE: trauma-
tismo craneoencefálico 
Fármaco/Empresa Mecanismo de acción Estado actual 
ACEA 1021 (licostinel)/ NIH Antagonista del glutamato (región Glicina) Interrumpido en Fase I
56
 
BAY X 3702 / Bayer Agonista serotoninérgico, bloqueante de canales iónicos Finalizado después de Fase II 
Bradycor / Cortech Antagonista de receptores de Bradicinina Sin beneficio en estudios Fase II
106
 
Cerestat (Aptiganel) /  
Cambridge Neuroscience 
Antagonista no competitivo del glutamato (Región NMDA) Finalizado en Fase III
58
 
Corticoides Neuroprotector y antioxidante Estudio Fase III (CRASH) no demostró 
eficacia
90
 
Citicolina / NICHHD, USA Componente endógeno, aumento de colina cerebral Fase III (COBRIT)
139
 
Desanabinol / Pharmos Cannabinoide que inhibe la reacción inflamatoria en el SNC Completada Fase III pero no demostró 
eficacia
60
 
Gavestinel  Antagonista NMDA (sitio Glicina) Fase III, sin efectividad
59
 
Sulfato de Magnesio / NINDS  Antagonista no competitivo NMDA Fase III no demostró eficacia
110
 
Nimodipino / Bayer Calcio antagonista Sin efecto significativo en TCE
113
 
PEG-SOD  Antioxidante Estudio en Fase III no demostró 
eficacia
111
 
Prednisona / Genérico Neuroesteroide / Neuroprotector Fase II muestra algún beneficio 
Selfotel / Novartis Antagonista competitivo glutamato (sitio NMDA)  Terminado en Fase III
57
 
Mesilato Tirilazado / Pfizer Inhibidor de peroxidación lipídica Fase III sin beneficio 
Traxoprodilo (CP101.606) / 
Pfizer 
Antagonista de la subunidad N2B del receptor NMDA Fase IIa sin beneficio
140
 
Ziconotide (SNX-111)  Antagonista no-NMDA Fase II finalizado por una mayor mortali-
dad en el grupo de tratamiento 
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1.5.- Terapia celular en patología cerebral 
En los últimos años se ha producido un cambio de perspectiva respecto a la capacidad 
del cerebro de regenerarse tras una lesión aguda. Se ha acumulado cada vez más evidencia 
experimental que el cerebro es capaz de inducir su regeneración mediante la renovación tanto 
del tejido de soporte como neuronal. Este conocimiento ha sido el fundamento teórico para un 
nuevo campo de investigación clínica en diferentes patologías cerebrales en las que la pérdida 
celular supone parte de su mecanismo patogénico, incluyendo el TCE.  
 
1.5.1.- Neurogénesis  endógena  
Existen dos zonas principales donde reside la mayor capacidad neurogénica en el cere-
bro humano: la zona subventricular de los ventrículos laterales (ZSV) y el hipocampo (zona 
subgranular del giro dentado [ZSG])141. La zona más estudiada es la ZSV, donde existe un cúmu-
lo de astrocitos que son capaces de proliferar in vivo y que se comportan como células proge-
nitoras multipotenciales in vitro142. En el cerebro adulto normal, menos del uno por ciento de 
estos astrocitos se encuentran en división activa, y aunque se ha conseguido su expansión en 
cultivos, no se ha estudiado su comportamiento tras un TCE143.    Las células progenitoras  neu-
ronales (CPN) del hipocampo han sido menos estudiadas, aunque también han demostrado in 
vitro ser capaces de comportarse como progenitores multipotenciales144. En los últimos años 
existe cada vez mayor evidencia de que otras regiones del sistema nervioso central (SNC), co-
mo el neocórtex, cerebelo, cuerpo estriado, amígdala, sustancia negra y la cadena ganglionar 
paraespinal poseen algún grado de neurogénesis145.  
En ambas localizaciones las CPN se agrupan formando nichos funcionales altamente 
especializados. Estos nichos contienen células que son inmunorreactivas para la GFAP, nestina 
y eventualmente el marcador de glia radial (RC2)141. Muestran características específicas de 
células madre como son la capacidad ilimitada para la autorenovación, la habilidad indefinida 
para proliferar en respuesta a mitógenos y de poder diferenciarse en diferentes líneas de célu-
las del neuroectodermo. En el cerebro humano adulto también se encuentran células multipo-
tentes, que también muestran la capacidad de proliferar, pero con una capacidad limitada de 
autorrenovación y se pueden diferenciar en al menos dos diferentes líneas celulares. Los pro-
genitores específicos son células que están restringidas a una estirpe celular concreta (como 
neuronas, astroglía u oligodendroglía). Estos tres tipos de células juntas forman, hablando 
ampliamente, las CPN 141.  
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El nicho germinal es el microambiente altamente especializado donde las diferentes 
CPN interactúan entre ellas y con el resto del organismo (ilustración 7). Estos nichos germina-
les localizados tanto en la ZSV como en la ZSG del hipocampo alojan en su interior las diferen-
tes células que permiten el mantenimiento y diferenciación de las diferentes CPN 146. Las célu-
las madre neuronales propiamente dichas son las que muestran características estructurales y 
moleculares de astrocito (células tipo B). Estas células están en contacto íntimo con el resto de 
células del nicho, incluyendo las células tipo C (progenitor multipotencial) y las células tipo A 
(neuroblastos migratorios). La línea de diferenciación celular iría desde el tipo B, hasta el tipo C 
y luego el tipo A. El mantenimiento y diferenciación de las células madre parece que está rela-
cionada con el contacto físico con la lámina basal, que actúa como andamiaje y modulador de 
las citocinas y los factores de crecimiento derivado de células locales (fibroblastos, macrófagos 
y pericitos)141. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 7.- El nicho germinal y las células precursoras. A) Esquema de un nicho germinal en la zona subventri-
cular de un cerebro de rata, mostrando la estrecha relación entre los diferentes tipos celulares, el epidídimo 
(amarillo) y los vasos sanguíneos (gris). B) Esquema de diferenciación de los diferentes tipos celulares que con-
forman el nicho germinal, mostrando la capacidad de autorenovación (células tipo B, azules) como de diferencia-
ción hacia estirpes más comprometidas con líneas celulares (neuroblasto: célula tipo A, rojas). VL: Ventrículo 
lateral; SVZ: zona subventricular. 
 
En los modelos animales murinos usados para investigar la neurogénesis tras un TCE 
han mostrado que el número de CPN tanto en la ZSV como en el hipocampo se incrementan 
tras un TCE. Este proceso es más potente en animales jóvenes. Las CPN que surgen de la ZSV 
 
A 
B 
C 
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tienen capacidad de migrar a zonas de daño cortical focal, mientras que las originadas en el 
hipocampo proliferan tras un daño cerebral difuso. No obstante, el número de células que 
surgen mediante estos procesos es pequeño en comparación con la formación simultánea de 
astrocitos y oligodendrocitos, y sobrepasa la destrucción celular tras la lesión143.  
En modelos animales de daño focal, se ha demostrado un incremento en los progeni-
tores derivados de la ZSV entre dos y  cuatro veces mayor que en situación basal143. Estas célu-
las aparecen desde el segundo día hasta dos semanas tras el TCE, y proceden tanto de la zona 
ipsilateral como la contralateral. Estos CPN exhiben marcadores de células neuronales madu-
ras (NeuN, calcibindina, β-tubulina) y se ha demostrado que se integran dentro de la arquitec-
tura cerebral básica143.  
En estudios en pacientes adultos que fallecieron tras un cáncer, se ha demostrado que 
el hipocampo es otra fuente de CPN. Tras un TCE grave, una de las secuelas son los déficits en 
el aprendizaje y en la memoria. Estos déficit se han asociado con cambios histológicos y pérdi-
da neuronal tanto en el giro dentado (GD) como en la región CA1 del hipocampo147. En mode-
los animales de TCE, se ha observado un incremento entre 3 y seis veces mayor de estos pre-
cursores, iniciándose desde el día +3 hasta el día +35 tras el TCE. Este incremento se observa 
principalmente en el hipocampo ipsilateral, aunque cierta respuesta menor se ha observado 
también en el contralateral143. Estos progenitores se diferencian principalmente en células 
neuronales, y existe evidencia experimental de que alcanzan la integración estructural y fun-
cional en la regiones migradas, que tienen su correlato funcional en diferentes test que eva-
lúan el aprendizaje y la habilidad espacial tras un TCE143.   
Aunque el hipocampo se daña tras un TCE, la mayor cantidad de células neuronales 
destruidas se encuentran en el córtex cerebral. Se está estudiando la existencia de CPN en el 
propio córtex cerebral, y que dichas células sean capaces de responder mediante proliferación, 
maduración y diferenciación a células neuronales maduras tras un TCE, de manera análoga a 
como lo realizan las células derivadas tanto del hipocampo como de la ZSV. Aún no está claro si 
estas células son células residentes primarias de dicha zona o son células que han migrado de 
zonas más distantes y que se detectan en tránsito148.   
Se ha observado que los mecanismos descritos en los apartados previos de prolifera-
ción y diferenciación neuronal endógena son más intensos en modelos animales jóvenes, y que 
parte de la mayor recuperación funcional en estos animales respecto a los en adultos puede 
ser debido a esta respuesta potenciada. Los mecanismos por los que se producen no se cono-
cen actualmente. Se desconoce si  esta diferencia según la edad existe en humanos143. 
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 Aunque la respuesta proliferatoria neuronal tras un TCE parece demostrada en mode-
los animales y existe cada vez más evidencia de una respuesta similar en humanos, la magni-
tud de dicha respuesta es pequeña en comparación con la pérdida neuronal. Una posible es-
trategia terapéutica es potenciar esta respuesta endógena para mejorar los resultados funcio-
nales en los pacientes que sufren un TCE.  
 
1.5.2.- Estrategias derivadas: aumento de la neurogénesis endógena 
Actualmente no se sabe si la recuperación funcional tras un TCE es debido a la neuro-
génesis endógena o si otros procesos como la arborización dendrítica, la plasticidad funcional 
neuronal y la reorganización funcional tienen un papel mayor. Para diferenciarlo, en modelos 
animales de experimentación animal se han administrados diferentes factores que estimulan 
la neurogénesis endógena como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de 
crecimiento endotelial (EGF), la proteína SB100 y la EPO. La administración aislada de estas 
sustancias aumentaba tanto el número de células progenitoras como sus formas maduras, y a 
su vez se asociaban con una mejoría en los test funcionales.  
Con un mayor conocimiento del desarrollo de moléculas de señalización la moviliza-
ción endógena de células neuronales progenitoras para la reparación glial o neuronal puede 
ser posible mediante la infusión de dichas sustancias, el aumento de su expresión o la inhibi-
ción de los factores que tengan el efecto contrario149. Para conseguir una mayor efectividad, 
esta estrategia debería ir acompañada de otras que aumenten su integración funcional, evi-
tando la formación de cicatrices gliales, así como potenciar la sinaptogénesis. Se puede conse-
guir mediante la terapia física y ocupacional intensiva, con técnicas como el enriquecimiento 
ambiental, el ejercicio físico y el entrenamiento formal, que en modelos murinos han demos-
trado mejorarlos150. 
 
1.5.3.- Estrategias derivadas: trasplante celular 
Como se ha comentado previamente, la aplicación de una noxa al tejido cerebral tanto 
de humanos como de roedores genera una respuesta en las células residentes de la ZSV y del 
hipocampo. Desgraciadamente, la respuesta regenerativa que ofrecen estas células es peque-
ña comparada con la pérdida neuronal y se ve limitada además por los cambios patológicos 
que suceden a la inflamación y cicatrización.  
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Una estrategia para tratar estas patologías es incrementar  el número de células rege-
nerativas mediante su infusión exógena (ilustración 8). Aunque al principio se creía que el me-
canismo de acción de estas células era la sustitución del tejido cerebral dañado, los estudios 
experimentales apoyan cada vez que más fuerza que además las células madre neuronales 
tienen un efecto modulador de la respuesta inmune, favoreciendo el soporte de las endógenas 
que se hallan en riesgo de muerte cerebral y favoreciendo y dirigiendo la plasticidad 
neuronal151.  
 
Ilustración 8.- Mecanismos de acción de células madre neuronales. Los resultados obtenidos de trasplantar célu-
las madre/progenitoras neuronales (CPNs) en modelos experimentales de enfermedades neurológicas (caracteri-
zadas tanto por inflamación primaria seguida de neurodegeneración irreversible como por neurodegeneración 
primaria seguida de inflamación reactiva) apoyan el concepto de que las células madre somáticas favorecen la 
reparación del sistema nervioso central (SNC) mediante diferentes vías relacionadas entre sí. De esta manera, el 
concepto de la plasticidad terapéutica de la célula madre está apareciendo como resultado de diferentes condi-
ciones patológicas. Las CPNs favorecen la neuroprotección no solo promoviendo el reemplazamiento celular, sino 
también mediante el soporte rescatando células neuronales endógenas (Efecto espectador = bystander effect). 
Este efecto es posible porque las CPNs son capaces de medir el ambiente inflamatorio (patotropismo) y, dentro 
de este ambiente, promueven la homeostasis y reparación tisular mediante la secreción, en el sitio del daño 
tisular (nicho perivascular atípico), de un conjunto de moléculas constitutivamente expresadas capaces de inmu-
nomodular y ejercer un soporte trófico. El efecto final neto es neuroprotector porque las CPNs no solo rescatan 
células dañadas sino también promueven la plasticidad celular y molecular.  
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Mecanismos de actuación de las células neuronales progenitoras (CPN) 
Las CPN tienen capacidad de migrar e infiltrar los tejidos dañados (patotropismo)152. Se 
debe a que expresan receptores de citocinas (CCR1, CCR5, CXCR3 y CXCR4), moléculas de ad-
hesión célular (CD44) e integrinas (VLA4) entre otras que permiten seguir los gradientes de 
citocinas e interleucinas que segregan el tejido del sistema nervioso central dañado (ver ilus-
tración 9)151. Una vez que han alcanzado estas áreas, las CPN se alojan en la proximidad de los 
vasos sanguíneos donde interactúan con las células del sistema inmune que atraviesan la BHE, 
las células del sistema endotelial y con las células residentes del SNC (astrocitos y microglía)153.  
Ilustración 9.- Mecanismo por el cual las células neuronales/precursoras neuronales adultas son capaces de mi-
metizar las rutas de activación linfocitaria para alcanzar las zonas del SNC inflamadas después de su inyección 
intravenosa. Este es un modelo simplificado de interacción entre la inyección sistémica de células ma-
dre/precursoras neuronales (CPNa) y el endotelio del SNC. A) Las CPNa expresan, para su adhesión y migración, 
moléculas de adhesión celular (CAMs, como el CD44) e integrinas (como la α4), que interactúan con ligandos 
específicos (ácido hialurónico y la mólecula de adhesión celular vascular tipo 1 [VCAM1], respectivamente) que 
son expresadas por células endoteliales inflamadas. B) Para adherirse firmemente y migrar a través del endotelio 
inflamado, las quimoquinas activan sus receptores específicos (como CCR1, CCR2, CCR5, CXCR3 y CXCR4), que son 
expresados en la membrana plasmática de las CPNa, lo que promueve la activación completa de las integrinas α4. 
C) Las citocinas y quimoquinas inflamatorias producidas por las células residentes del SNC, células sanguíneas y  
CPNa trasplantadas coordinan estos eventos secuenciales, lo que conlleva la activación de los receptores acopla-
dos a las proteínas G (GPCRs) y su migración a través del endotelio. Las rutas moleculares usadas por las CPNa 
transplantadas son similares a las que usan los linfocitos encefalitogénicos que se acumulan en los lugares infla-
mados en los modelos humanos y experimentales de esclerosis múltiple. LCR: líquido cefalorraquídeo; SNC: sis-
tema nervioso central.  
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En el área perivascular, estas poblaciones celulares segregan una serie de moléculas 
(BMP4, noggin, Notch, Jagged y Sonic Hedgehog) que son capaces, por un lado, de simular el 
microambiente de los nichos germinales de la ZSV, y por otro, inhibir el ciclo celular de las CPN 
mediante la expresión de kinasas dependientes del ciclo celular (ilustración 10)141. Como con-
secuencia, las CPN trasplantadas mantienen un fenotipo indiferenciado y forman nichos ectó-
picos perivasculares, diferentes de los nichos de la ZSV y ZSG. En ellos son capaces de secretar 
una diversa cantidad de moléculas transmembrana y extracelulares capaces de inducir la repa-
ración tisular a través de la inmunomodulación y la estimulación del mecanismo de reparación 
intrínseco (soporte trófico y plasticidad celular)141.   
 
Ilustración 10.- Esquema de interacción de las diferentes señales estimuladoras del nicho celular de la ZSV y ZSG 
del hipocampo. La señalización vía Jagged-Notch y Shh puede ayudar al mantenimiento de la célula madre (Astro-
cito SVZ). Los factores FGF2 junto con Cistatina C, así como el grupo EGF/TGFα promueven la autorrenovación y la 
proliferación. Wnt promueve la proliferación celular y la Neurogénesis. Los antagonistas de BMP (Noggin, Ng1) 
inhiben la diferenciación glial mediada por BMP, así como promueven la Neurogénesis y mantienen la CPN en su 
estado indiferenciado. Todas estas señales extracelulares han probado tener diferentes y múltiples papeles en el 
nicho, dependiendo de la integración junto con diferentes factores celulares intrínsecos. Los factores del nicho 
identificados en la ZSV y en la ZSG pueden ser usados para expandir poblaciones de CPN in vitro obtenidos de 
tejidos cerebrales de adultos o diferenciados desde células embrionarias. La infusión cerebral de factores del 
nicho pueden también movilizar precursores endógenos para generar nuevas neuronas para la reparación cere-
bral. BMP: metaloproteasa cerebral; CPN: célula progenitora neuronal; EFG: Factor de cremiento epitelial; FGF: 
Factor de crecimiento derivado de fibroblastos 2; Shh: Sonic hegdehog; TGFα: Factor de crecimiento tisular α. 
Tomado de referencia 149. 
Estas áreas contienen CPN trasplantadas, linfocitos de la sangre, microglía activada, as-
trocitos reactivos y células endoteliales activadas. Son histológicamente diferentes de los ni-
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chos germinales primarios, aunque mantienen su alta especialización. Existe una regulación 
simultánea entre estos grupos celulares que modula la supervivencia a largo plazo y su viabili-
dad. Dependiendo de los estímulos ambientales, las CPN pueden permanecer en el nicho atípi-
co en su estado indiferenciado, y de ese modo promover la apoptosis de las células inflamato-
rias linfocitorias que han infiltrado el SNC, o salir del nicho y adquirir un fenotipo diferenciado 
a una estirpe celular, sustituyendo a las células dañadas154.  
 
Ilustración 11.- Resumen de algunas de las propiedades antiinflamatoria de las células madre mesenquimales. 1) 
Los patrones moleculares asociados al daño (DAMPs) y la IL1α secretados por lesiones estériles o los patrones 
moleculares asociados a patógenos (PAMPs) liberados por una lesión infecciosa a los tejidos activan los macrófa-
gos residentes a través de receptores que en conjunto suponen los receptores de patrones de patógenos (PRRs). 
2) Los macrófagos activados producen citocinas inflamatorias como la IL1α, IL1β, TNFα para iniciar la cascada 
inflamatoria. 3) Al mismo tiempo, las citocinas proinflamatorias y seguramente otras señales de las células daña-
das activan las MSCs para secretar factores antiinflamatorias que incluyen el gen/proteína 6 estimulado por TNFα 
(TSG-6), PGE2, e IL1ra, que modulan la activación de los macrófagos residentes o disminuyen los efectos de las 
citocinas proinflamatorias. 4) El efecto total es un descenso en las señales proinflamatorias producidas por las 
células parenquimatosas a través de la secreción de IL6, CXCL1 u factores relacionadas que como resultado dis-
minuye el reclutamento global de neutrófilos. Tomado de referencia 155.  
La inmunomodulación está resultando uno de los mecanismos que explican los efectos 
beneficiosos de las células madre (ilustración 11). Los diferentes modos de actuación son múl-
tiples y no se sabe aún cuales predominan en una situación determinada. Estos mecanismos se 
han visto que muchas veces son comunes en otros grupos celulares multipotentes, como las 
MSC. En modelos arquetípicos de inflamación (daño pulmonar, daño corneal, infarto de mio-
cardio, peritorinitis y sepsis), se ha demostrado que, en general, las MSC  tienen un efecto 
neuromodulador y antiinflamatorio mediante diferentes mecanismos155,156.  Uno de ellos es la 
expresión del IL1ra. Un segundo modo de actuación es la creación de un mecanismo de regula-
ción a la baja, en el que los macrófagos residentes del SNC segregan TNF-α y otras citocinas 
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proinflamatorias que estimulan a las CPN para producir la proteína antiinflamatoria TSG-6 
(gen/proteína 6 estimulada por TNF-α= TNF-α stimulated gene/protein 6). La TSG-6 reduce la 
señalización intracelular del factor nuclear kappa β (NF-κβ), disminuyendo la cascada de citoci-
nas inflamatorias. Un tercer mecanismo es la estimulación de las CPN por parte de los lipopoli-
sacáridos, TNF-α, óxido nítrico y otras moléculas de daño celular del tejido dañado y los macró-
fagos circulantes, lo que permite a las CPN secretar prostaglandina E2 (PGE-2). La PGE-2 con-
vierte a los macrófagos a un fenotipo que secreta IL10, con un efecto antiinflamatorio155.  
En concreto usando un modelo de TCE en ratas a los que se infundió MSC iv a las dos 
horas del traumatismo y se comparó con un grupo placebo, se objetivó que en el grupo de 
tratamiento había una menor densidad de macrófagos/microglía y leucocitos periféricos infil-
trando la zona de la lesión, menor apopto-
sis, unos menores niveles de citocinas 
proinflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-17, TNF-α e 
IFN-γ) y mayores niveles de citocinas anti 
inflamatorias (IL-10 y factor de crecimiento 
tisular β1 [TGF-β1]) a la 48 y 72 horas tras 
la infusión. Posiblemente este patrón se-
cretor estuvo mediado por un aumento en 
la expresión de TSG-6, lo que puede supri-
mir la activación de la ruta de señalización 
de factor nuclear κβ (NF-κβ)157.  
Sorprendentemente, tanto las 
MSCs como las CPN no solo tienen una 
acción inmunomoduladora local, sino que 
también tienen un efecto en otros órganos 
linfoides periféricos (ilustración 12)158. 
Prácticamente todos los grupos celulares se 
ven afectados por esta modulación, siendo 
su efecto global una disminución en su 
activación156. El cultivo de MSC con células 
inmunes purificadas produce un incremen-
to en las interleucinas antiinflamatorias IL-4 
e IL-10, mientras que desciende la cantidad 
Ilustración 12.- Efecto de la terapia celular sistémica en el 
sistema inmune periférico. El tratamiento con células madre 
genera una respuesta inmune en la que hay un incremento 
de células reguladoras que moderan la respuesta inflamato-
ria y a un perfil de secreción de citocinas que disminuye los 
linfocitos T citotóxicos. Tomado de referencia 159. 
 IL-4: Interleucina 4; IL-10: Interleucina 10; INF-γ: interferón 
gamma; Linfocitos TH1: Linfocitos colaboradores tipo 1, 
Linfocitos TH2: Linfocitos colaboradores tipo 2; TNF-α: Factor 
de necrosis tumoral alfa.  
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de TNF-α e INF-γ. El incremento en IL-4 junto con el descenso de INF-γ, genera un cambio en 
los subtipos de linfocitos T colaboradores (Th), desde los Th1 (citotóxicos) a los Th2 (facilitado-
res)159. Igualmente, el descenso en TNF-α junto con el incremento de IL-10 reducen la madura-
ción de células dendríticas, y el incremento en el número de linfocitos T reguladores (Tr) pro-
mueve una respuesta antiinflamatoria o tolerante159. Otros estudios han mostrado que las 
MSC suprimen la proliferación de células T156,160, así como la respuesta inmune mediada por 
células T, células B y células Natural Killers (NK), por medio de impedir la activación, adquisi-
ción de características linfoblásticas y cambio en el perfil de expresión de proteínas relaciona-
das con la función inmune(ilustración 13)156,161. Un descenso en la inflamación y la respuesta 
inmune puede relacionarse con el descenso en el daño celular asociado a la terapia con 
MSC156,160.  
Por ejemplo, en modelos experimentales de encefalitis autoinmune (el modelo animal 
de la esclerosis múltiple), la administración periférica de CPN inhibe la activación de células T y 
de las células dendríticas de los ganglios linfáticos. Esta capacidad inhibitoria también se ha 
encontrado en las CPN humanas (CPNh),  frenando la diferenciación de células precursoras 
mieloides a células dendríticas inmadu-
ras, y de éstas a células dendríticas ma-
duras (capaces de presentar antígenos). 
Esta respuesta sistémica conseguía in-
ducir mejoría en estos modelos anima-
les, a pesar de que no hubiera infiltra-
ción evidente de estas células progeni-
toras en el SNC. El tratamiento experi-
mental con MSC también ha demostrado disminuir la desmielinización mediada por linfocitos 
T, aunque lo ensayos clínicos con humanos arrojan unos resultados más modestos156.  
No se sabe aún si el principal efecto neuromodulador de las CPN se debe a su acción 
local en el SNC, periférica, o si probablemente es una combinación de ambos. Tampoco se 
conoce si estos datos obtenidos de un modelo experimental de patología cerebral (la encefali-
tis autoinmune) es completamente aplicable a otras patologías, como el TCE.  
 
 Linfocitos T: Inhibe proliferación, inmunosupresión 
(mediado por IDO, PGE2, TGF-β, HGFm HLA-G5) 
 Linfocitos B: efectos contradictorios en la secrección 
de Ig 
 Células NK: ↓ proliferación, secreción citokina y citoto-
xicidad 
 Monocitos: ↓ diferenciación a célula dendrítica, esti-
mula células dendríticas a un fenotipo antiinflamatorio 
 Neutrófilos: ↓ los reactivos oxidativos  
Ilustración 13.- Efectos de las MSC sobre diferentes tipos de 
células del sistema inmune. Tomado de referencia 156. 
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Tipos de células usadas en trasplante celular 
Las células candidatas a ser trasplantadas han de tener, genéricamente, plasticidad (o 
la capacidad para adaptarse a un ambiente tisular concreto y diferenciarse en consecuencia), 
autorrenovación y diferenciación. Los diferentes tipos celulares estudiados son: 
- Células madre embrionarias (ES). Presentan dos características principales: son 
pluripotentes, porque pueden diferenciarse en todas las células del cuerpo, y son 
muy estables pudiendo diferenciarse hasta 140 veces sin sufrir ninguna 
alteración141,162. Además de los problemas éticos y legislativos que plantean su ob-
tención, existen dudas sobre la seguridad y capacidad de teratogénesis de estas 
células en los tejidos trasplantados163,164, tanto en injertos puros de ES como de cé-
lulas diferenciadas derivadas de ellas. Esta capacidad de inducir tumores puede ser 
debida a la dificultad de eliminar células indiferenciadas tumorigénicas, así como 
que los cultivos prolongados pueden producir inestabilidad genética162.  
- Células madre/precursoras neuronales derivadas de adulto (CPNa). Pueden ser 
extraídas del tejido nervioso fetal mediante disección y digestión de la ZSV y GD. La 
suplementación de factores de crecimiento como el EFG y el FGF-2 permite su pro-
liferación, expansión y mantenimiento durante más de un año. Las CPNa generan 
oligodendrocitos, neuronas y astrocitos en un ratio de 1:5:25, aproximadamente, 
cuando se les permite su proliferación espontánea. Estas células presentan positi-
vidad para la nestina (un filamento intermedio del citoesqueleto neuronal)162, así 
como para musashi-1 (proteína de unión al RNA) y los factores de trascripción SOX-
1 y SOX-2160.  Tanto la nestina como el musashi-1 son específicas de las células 
neuronales en desarrollo y no se expresan cuando alcanzan la madurez 
completa160. 
Su trasplante en el córtex de ratas lesionadas mostró que pueden diferenciarse a 
neuronas y producir diferentes factores tróficos y mejorar la función cognitiva. 
Tras su trasplante directo después de un TCE objetivó que entre el 1-3% permane-
cen en la zona en las dos semanas tras el tratamiento, lo que se asoció a la mejoría 
en la función motora, pero no en la función cognitiva165. En un modelo murino de 
hemorragia cerebral, su administración a las 2 y 24 horas tras el inicio de la lesión 
disminuyó la afectación neurológica, disminuyó el edema cerebral, la infiltración 
inflamatoria y la apoptosis. Estos resultados se acompañaron de una disminución 
de los marcadores de inflamación de TNF-α, IL-6 y NF-κB, lo que sugiere que parte 
de su mecanismo de acción se encuentra una inmunomodulación160. 
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Existen actualmente dos estudios clínicos con pacientes humanos que utilizan 
este tipo de células. Los estudios preclínicos demostraron que el trasplante de 
CPNa en un modelo animal de lipofuscinosis ceroide neuronal (Enfermedad de Bat-
ten) permitía su integración dentro de la arquitectura cerebral, liberaba la enzima 
deficiente, y protegía a las neuronas dañadas166.  Se ha realizado un estudio Fase I 
en EEUU en pacientes en estadíos graves con retraso psicomotor. Los CPNa se ad-
ministraron en dos dosis: 3 pacientes recibieron 500 millones de células y otros 
tres 1.000 millones de CPN intraparenquimatosamente (ventrículos laterales). Am-
bos grupos se les administró inmunosupresores durante los siguientes doce meses. 
No se encontró ningún efecto adverso relacionado con la infusión de CPNa o con la 
inmunosupresión167.  
Un segundo estudio también fase I en pacientes con enfermedad de Pelizaeus-
Merzbacher ha finalizado y está pendiente de publicarse (NCT01005004). Todos los 
pacientes (un total de cuatro) han sido trasplantados e inmunodeprimidos durante 
un periodo de 9 meses, y se encuentra en el periodo de seguimiento para valorar 
su seguridad a largo plazo.  
Aunque las CPNa se consideran seguras, el riesgo de malignización se descono-
ce en humanos. Se ha comunicado el caso de un paciente con un síndrome de ata-
xia teleangiectasia que desarrolló un neuroblastoma mientras estaba siendo trata-
do repetidamente mediante trasplante celular168.    
Otros investigadores han modificado genéticamente las CPNa para aumentar 
su potencial proliferativo mediante la expresión del oncogén c-myc. Estas células 
se han demostrado ser seguras y se espera su utilización en breve en pacientes con 
infarto cerebral162. 
- Células madre inducidas pluripotenciales (iPS). El descubrimiento de la capacidad 
de células somáticas adultas de ser reprogramadas de manera que adquieran ca-
racterísticas de las ES ha supuesto una revolución en la medicina regenerativa169. 
Esta técnica se basa en la transferencia de factores de transcripción a través de re-
trovirus, adenovirus, plásmidos o proteínas162. Recientemente se ha publicado un 
trabajo en el que se conseguía transformar células somáticas adultas (fibroblastos) 
en neuronas adultas sin el paso previo de convertirlas en iPs170, incluyendo neuro-
nas dopaminérgicas adultas171, lo que ofrece la ventaja teórica de evitar el riesgo 
tumoral.  Estas células tienen la peculiaridad de que pueden ser inducidas a trans-
formarse en neuronas adultas. Sin embargo, la posibilidad de formación tumoral, 
la mayor dificultad para su transformación en neuronas adultas y la necesidad de 
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1.- Adherencia al plástico en condiciones de cultivo estándar 
2.- Fenotipo Positivo  (≥95%)  Negativo (≤2%) 
  CD 105   CD 45 
  CD 73   CD 34 
  CD 90   CD 14 o CD 11b 
     CD 79a o CD 19 
     HLA-DR 
3.- Diferenciación in vitro: osteoblasto, adipocito, condroblasto  
(demostrado por tinciones de cultivos celulares in vitro) 
regular no solo protocolos seguros para terapia celular, sino también para las célu-
las modificadas genéticamente hacen que su aplicación a la práctica clínica se en-
cuentre todavía lejano en el tiempo.  
Además de su aplicación terapéutica directa, estas células sirven para la identifica-
ción de dianas terapéuticas en pacientes con enfermedades neurodegenerativas, y 
para la formación de modelos bioquímicos y celulares de enfermedades neurona-
les.  
 
- Células madre mesenquimales (MSC).  
Descritas por primera vez por Friedenstein172, el comité de células madre mesen-
quimales y tisulares de la Sociedad Internacional para la Terapia Celular (ISCT), ha 
propuesto las siguientes características que permitirían diferenciar las MSC huma-
nas (ilustración 14):  
• Adherencia a superficie de plástico de medios de cultivos. 
• Expresión de antígenos de superficie específicos. 
• Capacidad de diferenciación multipotente173. 
 
Se recomienda por parte 
de dicho comité que las 
células han de ser carac-
terizadas antes de reali-
zar un experimento, con 
el fin de confirmar dichas 
células y homogeneizar 
los resultados. 
 
Las células madre hematopoyéticas obtenidas de la médula ósea han sido aplicadas 
a pacientes con tumores sólidos y hematológicos desde hace muchos años. Dentro 
de ellas, existe un subgrupo que no expresa marcadores hematológicos (CD45 -), no 
son capaces de generar derivados sanguíneos y que son las que se consideran ac-
tualmente MSC dado que son capaces de cumplir los criterios anteriormente descri-
tos. En la actualidad, se han aislado y cultivado MSC procedentes de médula ósea, 
adipocitos, tejido conectivo, cordón umbilical, sangre periférica,  espacio perivascu-
lar, periostio, pulpa dentaria, dermis, hueso trabecular, músculo, páncreas, liga-
Ilustración 14.- Características de las células madre mesenquimales. 
Tomado de referencia 173.  
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mentos periodontales, sangre menstrual, leche y del tracto urinario (ilustración 
15)174,175.  
Los beneficios terapéuticos 
no se atribuyen a las pocas MSC 
que se diferencian a células neu-
ronales176, sino que su acción es 
similar a un generador de factores 
de crecimiento (tanto globales 
como específicos neuronales) y de 
esta manera promoviendo la recu-
peración funcional cerebral vía angiogénesis, neurogénesis, sinaptogénesis y la re-
modelación neuronal177,178, así como inhibición de la apoptosis179.  
Algunas de las MSC implantadas expresan marcadores de neuronas (NeuN y 
proteína asociada a microtúbulos) y astrocitos (GFAP)180 . También la expresión de 
la citocina factor 1 derivada de célula estromal se encontró aumentada en la zona 
perilesional después de un daño cerebral por isquemia. El receptor del factor 1 de-
rivado de célula estromal (receptor 4 de citocina CXC, CXCR4;  CXC-chemokine re-
ceptor-4) se expresó tanto in vitro como in vivo en las MSC181.  La interacción entre 
esta citocina y su receptor puede contribuir a la migración de las MSC trasplantadas 
al cerebro dañado181, y también actúa como señal para atraer células mieloides 
procedentes de sangre periférica182. El implante directo (6 horas tras la lesión) po-
tencia la neuroprotección activando la actividad del NF-kB de las CPN residentes, lo 
que origina un aumento en la IL-6 y un descenso en la apoptosis179,183.  
Las MSC aumentan los niveles de diferentes factores de crecimiento en el ce-
rebro, incluido el BDNF, el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el fac-
tor de crecimiento básico derivado de fibroblastos (bFGF), NGF y neurotrofina 3, 
bien por expresión directa de las propias MSC o por aumento en la producción de 
células parenquimatosas residentes177,179,184.  Uno de las rutas moleculares mejor 
caracterizadas es la del inhibidor tisular de la matriz metaloproteinasa 3 (TIMP3). 
TIMP3 se incrementa tras un TCE controlado tras la administración de MSC iv. La 
inhibición de la expresión de la TIMP3 disminuye el efecto de las MSC en la BHE, 
mediado por VEGF185. Después del trasplante de MSC, estos factores de crecimiento 
y neurotróficos promueven la angiogénesis y la estabilización vascular de la zona 
Tipos de células madre mesenquimales (MSC), 
según procedencia:  
- Médula ósea (MSC-mo) 
- Tejido adiposo (MSC-a) 
- Tejido conectivo (MSC-c) 
- Perivascular (MSC-v) 
- Sangre periférica (MSC-pb) 
- Cordón umbilical (MSC-uc) 
 
Ilustración 15.- Tipos de células mesenquimales. 
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perilesional donde la mayoría de las MSC sobreviven y se localizan186. También 
promueven la neurogénesis in vivo e in vitro181. En modelos en ratas con TCE, las 
MSC no solo aumentan la densidad vascular en la región perilesional y en el hipo-
campo, sino que también lo incrementan en la ZSV y en el giro dentado187. Se ob-
servó que las MSC locales aumentaban las células progenitoras tanto en la ZSV co-
mo en la zona limítrofe pericontusional, mientras que las administradas por vía in-
travenosa aumentaban en estas dos áreas, y además también en el hipocampo. En 
ambos grupos (iv e ip), se encontraron marcadores de células neuronales, y estos 
hallazgos iban acompañados de una mejoría funcional184. 
Las MSC autólogas tienen la ventaja de que minimizan las reacciones inmunes, 
y que pueden ser aisladas y cultivadas de una manera relativamente sencilla de va-
rios tejidos162,177. Cuando se implantan en el ventrículo lateral de cerebros de ratón 
neonatales, las MSC migran y se diferencian en células granulares del bulbo olfato-
rio y astrocitos periventriculares181. Las MSC infundidas sistémicamente (intraveno-
sa o intraarterialmente) migran a la zona cerebral dañada y son capaces de sobrevi-
vir188. Tras administrarlas por esta ruta, muchas de las MSC se encontraron en otros 
órganos diferentes del cerebro (principalmente hígado y pulmón), y solo en una 
mínima proporción alcanzaron la zona cerebral dañada189. La administración tardía 
(24 horas – 1 semana) de MSC mejora significativamente el pronóstico funcional de 
ratas tras un TCE 177,181,184,188,190. 
La administración tardía (4 días postTCE) de MSC solas no reduce el volumen 
de la lesión, pero su administración junto con entramados de colágeno sí, y además 
potencia la migración de MSC dentro de la zona perilesional, mejora el aprendizaje 
espacial y las funciones sensitivas y motoras191. Incluso la administración más tardía 
(7 días post TCE) de MSC o MSC junto con entramado de colágeno, mejora el 
aprendizaje espacial y la función sensitiva y motora, potencia la neurogénesis en el 
córtex e hipocampo ipsilaterales e incrementa las fibras neuronales transcallosas al 
córtex181.  
Recientemente se ha aislado un subgrupo de MSC humanas derivadas de san-
gre periférica (MSC-pb)192. Estas células expresaban marcadores compatibles con 
MSC, así como factores de adherencia celular relacionados con la migración a la su-
perficie cerebral. Tras su estimulación, fueron capaces de expresar marcadores de 
diferenciación neuronal. Además, su infusión en el ventrículo lateral de ratas con un 
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TCE produjo su migración a la zona lesionada y diferenciación a características neu-
ronales. En los animales tratados, mejoró la función motora pero no se consiguió 
demostrar diferencia en la mejoría temporoespacial. Tampoco se identificó reac-
ción inflamatoria ni de rechazo192. 
El cordón umbilical también parece una fuente prometedora de MSC (MSC-cu). 
La sangre del cordón umbilical es una fuente rica de células madre hematopoyéti-
cas; sin embargo, al igual que ocurre con las obtenidas de la médula ósea, un sub-
grupo de esas células no muestra el marcador hematopoyético CD45 y tampoco son 
capaces de formar precursores sanguíneos. Esta fracción mononuclear puede ser 
aislada, expandida in vitro y,  tras ser estimulada por los factores de crecimiento 
bFGF y hEGF,  diferenciarse a células con marcadores neuronales (betatubulina III y 
GFAP)160. Sin embargo la tasa de rendimiento es bastante baja (aproximadamente 
un 10% de supervivencia). No obstante, cuando se obtienen del estroma celular del 
cordón (gelatina de Wharton) o de la placenta, esta puede aumentar exponencial-
mente193. La elección del método de purificación celular parece que también puede 
tener influencia, siendo mayor la tasa de recolección con la técnica de purificación 
mediante gradiente de difusión (aproximadamente 90% de aislamiento)194. La infu-
sión de MSC-cu ha demostrado en modelos animales capacidad neurogénica, anti-
inflamatoria, con mejoría la función motora y cognitiva tras lesiones cerebrales160. 
Comparadas con las MSC obtenidas de médula ósea y tejido adiposo, parece que las 
procedentes de MSC-cu poseen una mayor capacidad de proliferación celular y clo-
nación, y expresan menores cantidades de marcadores de senescencia, mantenien-
do los mismos perfiles de inmunosupresión y diferenciación194.  
 
Los estudios en humanos son escasos, aún se encuentran en fase inicial y, aun-
que sus resultados son prometedores, exigen cautela en su interpretación. La segu-
ridad y prueba de concepto del tratamiento con MSC autólogas fue valorado en sie-
te pacientes (6 adultos, 1 niño de 6 años) con TCE en fase crónica195. Las MSC fue-
ron aisladas mediante obtención de médula ósea, asilamiento de la fracción compa-
tible con marcadores de MSC, y posterior crecimiento durante un plazo de dos se-
manas. Se administraron MSC en dos ocasiones: la primera intraparenquimatosa en 
la zona de la lesión y en la semana siguiente una “dosis” intravenosa. En este ensa-
yo clínico, no se encontró toxicidad relacionada a la terapia celular en los seis me-
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ses que duró el periodo de seguimiento, y se encontró una mejoría funcional en los 
pacientes a los seis meses respecto al inicio del tratamiento (sin grupo control)195.  
Otro estudio valoró la respuesta funcional en pacientes adultos con un TCE pa-
sada la fase aguda tras la administración de MSC-cu alogénicas196. Se administró en 
el espacio subaracnoideo mediante punción lumbar diez millones de MSC obtenidas 
mediante purificación y aislamiento de MSC procedentes de cordones umbilicales 
de diferentes donantes (no emparentados con los pacientes tratados), una vez a la 
semana durante un total de cuatro sesiones. No se administró tratamiento inmuno-
supresor. Se analizó la mejoría funcional mediante dos escalas al inicio del trata-
miento y seis meses después de terminado. No se objetivaron efectos adversos gra-
ves en el grupo de tratamiento. Se objetivó una mejoría en los diferentes subgrupos 
de estas escalas que se refieren a la mejoría funcional y al autocuidado196.  
En niños con TCE grave (escala de coma de Glasgow 5-8), se ha publicado un 
estudio para determinar la seguridad del tratamiento con células mononucleares 
derivadas de médula ósea (CMDMO). Diez niños de entre 5 y 14 años, sin enferme-
dades previas y con un TCE grave se reclutaron para iniciar un tratamiento con 
6*106 CMDMO / kg peso intravenoso dentro de las primeras 48 horas después de 
un TCE. Se excluyeron aquellos en los que la prueba de imagen era compatible con 
lesiones hipoxico-isquémicas extensas o aquellos en los que la PIC era superior a 40 
cmH2O. Para determinar la seguridad del procedimiento se evaluó la hemodinámi-
ca cerebral y sistémica durante la recolección de la médula ósea, así como la fun-
ción renal, hepática, pulmonar (puntuación Murray de daño pulmonar) y la disfun-
ción orgánica (PELOD). También se obtuvo una resonancia magnética cerebral al 
mes y a los seis meses tras el TCE, junto con valores de evaluación funcional y neu-
ropsicológicas. Todos los pacientes sobrevivieron, sin hallarse episodios de disfun-
ción hemodinámica ni cerebral durante el procedimiento de recogida de médula 
ósea. No se detectó toxicidad relacionada con la infusión de células madre. Durante 
el seguimiento, no se evidenció disminución de la sustancia gris, blanca, o volumen 
de LCR. A los seis meses, la escala pronóstica de Glasgow (GOS) mostró que 7 niños 
tuvieron buen pronóstico, y 3 algún nivel de incapacidad (moderada y grave). Los 
autores del estudio concluyen que la administración de células madres autólogas 
derivadas de médula ósea es un procedimiento logísticamente posible y seguro pa-
ra el tratamiento del TCE en pediatría197.  
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El mismo grupo que ha publicado el trabajo anterior tiene en marcha un ensa-
yo clínico, fase II, en pacientes pediátricos, para confirmar estos resultados, utili-
zando un procedimiento similar al descrito. Tiene previsto reclutar a 50 pacientes, y 
dividirlo aleatoriamente en dos grupos (tratamiento frente a placebo) para valorar 
la eficacia y seguridad de dicho tratamiento. Ha comenzado su reclutamiento en 
agosto de 2013 y espera finalizar en 2018 (NCT01851083). 
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2.- Hipótesis y objetivos 
 
2.1.- Hipótesis  
En modelos de experimentación animal de traumatismo craneoencefálico la adminis-
tración intra y perilesional de células madre mesenquimales procedentes de médula ósea ha 
demostrado mejorar la evolución funcional. Sin embargo, la administración de células madre 
mesenquimales procedentes de tejido adiposo podría tener también un efecto beneficioso a 
través de la integración funcional y disminución de la inflamación secundaria a un TCE produ-
cido mediante un modelo de trauma craneal controlado.    
 
2.2.- Objetivos 
1.- Investigar en un modelo experimental en ratas jóvenes sometidas a un TCE contro-
lado el efecto de la administración de MSC en el lugar de la lesión sobre la función motora y 
sensitiva.  
2.- Analizar la supervivencia y diferenciación de las células madre mesenquimales tras-
plantadas en el tejido cerebral lesional y perilesional. 
3.- Conocer los mecanismo de protección y regeneración funcional por los que las MSC  
administradas ip podrían producir una mejoría funcional.  
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3.- Material y métodos 
 Este estudio se llevó a cabo en el Laboratorio de Microcirugía del Hospital Universitario 
La Paz, Fundación IdiPAZ (Madrid, España) y en el Laboratorio de Terapia Celular del Hospital 
Infantil Universitario Niño Jesús, Instituto Investigación Sanitaria Hospital La Princesa (Madrid, 
España).  
Los procedimientos de experimentación fueron aprobados por el Comité de ética en 
Experimentación animal del Hospital Universitario La Paz (Madrid, España; CEBA 08/2011). Se 
siguieron sus recomendaciones según la normativa establecida por el Real Decreto 1201/2005 
y la directiva europea 2010/63/UE. 
 
3.1.- Modelo animal de TCE 
Se utilizan ratas modelo Sprage Dawley, de peso estimado entre 150-200 gramos, 
equivalente a niños de 7 años de edad (Janvier LabsTM, Le Genest-Saint-Isle, Francia). Los 
animales son alojados en jaulas (6 animales como máximo) donde la temperatura ambiental 
fue de 21ºC (±2ºC), la humedad relativa del 55% (±10%) y los ciclos de luz y oscuridad se 
alternan cada 12 horas. La dieta que reciben es completa, consistiendo en un granulado 
especial para rata y agua “ad libitum”.  
 Durante el procedimiento los animales se anestesian mediante la administración 
intraperitoneal de ketamina (25 mg/Kg), diazepam (2 mg/Kg) y atropina (0,1 mg/Kg). Si fuera 
necesario, se administra un 25% de la dosis inicial de manera repetida hasta alcanzar el nivel 
de analgesia deseado. El animal se fija a un marco esterotáxico (David Kopf InstrumentsTM, 
California, USA). Para evitar la hipotermia durante el procedimiento, se mantiene bajo una 
lámpara de calor radiante y sobre una manta de calor y se monitoriza la temperatura corporal 
mediante una sonda rectal y la saturación de oxígeno mediante pulsioximetría contínua. 
Aquellos animales que presentaron valores de saturación de oxígeno inferiores al 80% durante 
cinco minutos, o cuya temperatura corporal fuera inferior a      C, se retiraron del 
experimento.  
 Tras la inducción anestésica, se realiza en condiciones asépticas una craniectomía 
izquierda de 4 mm de ancho por 6 mm de largo, conservando la meninge aracnoides 
(ilustración 16 y 17)198,199. En un sistema de coordenadas, tomando la sutura bregma como 
punto inicial (0, 0), las coordenadas de la craneotomía estarían situadas entre anterior (+2,+3), 
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medial (-1, 1), lateral (-1, 5) y posterior (-4, 3) (figura 16B). Se exponen de esta manera los 
lóbulos parietal y frontal izquierdos, que comprende las regiones M1 (corteza motora 
primaria), M2 (corteza motora secundaria), S1FL (Cx somatosensorial primaria pata anterior), 
S1HL (Cx somatosensorial primaria pata posterior), S1DZ  (Cx primaria somatosensorial, región 
disgranular), S1BF (Cx somatosensorial primaria tronco), S1TR (corteza primaria 
somatosensorial), PtA (corteza parietal de asociación)200.  De manera global, la lesión se 
focaliza en el área motora primaria y secundaria junto con áreas de asociación primarias y 
secundarias que se encargan del movimiento del hemicuerpo contralateral a la lesión (figura 
16A).  
Se realiza un traumatismo controlado dejando caer un cilindro de metal macizo de 35 g 
de peso, y 6 mm de diámetro, desde una altura de 20 cm a través de un cilindro hueco para 
lograr una velocidad de 2 m/s, produciendo de esta manera un TCE moderado, reproduciendo 
una lesión local y difusa cerebral simultáneamente (ver figura 14g-i)201. Tras el impacto, se 
realiza el cierre quirúrgico mediante aposición del músculo temporal y la piel y se sutura con 
material reabsorbible. Se administra una dosis de tramadol subcutánea (2 mg/kg) para control 
de la analgesia durante la cirugía, pudiendo repetirse si aparecen síntomas de dolor durante el 
postoperatorio en las siguientes 48 horas.  
Ilustración 16.- Características del modelo de traumatismo craneoencefálico. A) Esquema de corte cerebral coro-
nal por el centro de la cranectomía (Bregma -0.92 mm) donde se muestra la localización de las principales áreas 
afectadas por el TCE200, así como la zona en la que se administran las células mesenquimales (puntos rojos). B) 
Esquema de la estructura ósea craneal de una rata con la imagen superpuesta de la zona de la craneotomía. Se 
han marcado los puntos anterior [a (+2, +3)], medial [b (-1, -1)], lateral [c (-1, -5)] y posterior [d (-4, -3) ]que mar-
can la elipse que constituye la craneotomía, según un sistema de coordenadas esterotáxicas cuya referencia es la 
sutura anterior bregma.  
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Ilustración 17.- Técnica de trauma craneal controlado en el experimento. a) Posición inicial de la rata previo al 
inicio de la intervención. b) Tras realizarse una incisión en la piel en la línea media, y tras retirar el tejido celular 
subcutáneo quedan expuestas la sutura bregma (flecha azul, anterior) y lambda (flecha verde, posterior. c) El 
músculo temporal se diseca y se rebate, dejando al descubierto el hueso parietal izquierdo; la sutura bregma se 
usa como punto de referencia para las coordenadas de la cranectomía. d) Detalle de la punta utilizada para la 
realización de la cranectomía. e) Resección de las capas superficiales del hueso parietal izquierdo, hasta alcanzar 
la lámina propia. f) Tras la realización de la cranectomía, queda al descubierto el lóbulo parietofrontal izquierdo. 
g) Cilindro hueco de veinte centímetros de longitud y cilindro macizo de 35 gramos, con el que se realiza el mode-
lo de traumatismo craneal. h) Detalle de la figura f tras el trauma craneal controlado; se observa un inicio de 
hinchazón cerebral y herniación a través del agujero de la cranectomía. Posteriormente, se sutura el músculo 
temporal al tejido celular subcutáneo y a continuación se sutura la piel mediante puntos sueltos no reabsorbi-
bles. i) 21 días después del traumatismo craneal, tras la resección cerebral en fresco se aprecia en la zona de la 
lesión un área deprimida con restos hemorrágicos e isquémicos en su interior. El resto de lóbulos cerebrales así 
como el cerebelo muestran macroscópicamente un color y aspecto normal.  
 
 
3.2.- Aislamiento de células madre mesenquimales de rata 
 Las células madre mesenquimales se obtienen de cinco ratas Sprague Dawley adultas 
(peso aproximado 300 gramos). Tras la inducción anestésica con oxígeno 2% e isoflurano 4% 
(Forane, laboratorios Inibsa, Nicholas Piramal Ltd, Londres, ReinoUnido), y mediante técnica 
aséptica, se realiza una laparotomía ventral y se extrae el tejido graso inguinal bilateral.  
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Posteriormente, en condiciones de esterilidad, se homogeneiza la muestra mediante 
métodos mecánicos. Se incuba con una solución de colagenasa I al 0,75% (Gibco Ltd, Paisley, 
Gran Bretaña) durante 45 minutos a una temperatura de 37ºC. El contenido se filtra por una 
membrana Cell strainer 70μm (BD). El material obtenido se centrifuga en una solución de Ficol-
Paque Plus® (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia), durante 35 minutos a 1500 rpm. Se 
extrae la fracción celular y se resuspende con medio completo. Se centrifugan durante 5 
minutos a 1400 rpm y se extraen las células, que se siembran en un flask para cultivo celular 
con medio compuesto por Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), glucosa, GlutamaxTM, 
suero fetal bobino (FBS) al 10% y P/S al 1%. 
Las células se incuban en CO2 5% recambiando el medio cada semana. Las células no 
adherentes fueron desechadas. Tras el crecimiento y confluencia del cultivo primario, se 
eliminó el medio y se resuspendieron con una solución de Tripsina 1x y PBS al mismo volumen. 
Tras la inactivación de la tripsina se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm, 
resuspendiéndose con suero fetal bovino. Después de 72 horas las MSC se cultivaron con 
lentivirus que portaban la proteína fluorescente verde (GFP; concentración de cultivo: 34 
lentivirus/MSC).  
 
3.3.- Identificación de células mesenquimales 
 El desarrollo de marcadores de superficie fue evaluado mediante citometría de flujo. 
Las MSC se incuban con anticuerpos monoclonales primarios conjugados con isotiocianato de 
fluoresceína (FITC), ficoeriterina (PE) y aloficocianina (APC) según las instrucciones de la com-
pañía suministradora. Las células obtenidas fueron testadas frente a anticuerpos anti CD 45-PE 
(marcador pan leucocitario), anti CD 90-APC (Thy-1) y anti CD 29-FITC (integrina β1, ITGB1, 
molécula de adherencia celular, marcador de célula madre) [Santa Cruz Biotechnology, Inc, 
California, USA].  
 También se realizan cultivos de diferenciación celular: 
 a) Diferenciación osteogénica: Las MSC sin diferenciar no muestran depósitos de Ca2+ 
en su matriz extracelular, mientras que los osteoclastos y osteoblastos poseen áreas extensas 
de matriz extracelular cálcica tanto in vitro como in vivo. Se siembran células en pasaje 4 en 
una densidad de 35.000 cel/cm2 en placas de 4. Se incuban en la estufa a 37ºC con CO2 al 5% 
toda la noche. A las 24 horas, se observa la morfología celular y la confluencia al microscopio 
óptico. Al alcanzar el 100% de confluencia se agrega 500 μl de medio de diferenciación (Stem-
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pro Osteogenesis Differentiation kit [Gibco BRL]: DMEM, SFB 10%, Penicilina y Estreptomicina 
al 1%), dexametasona (0,1 μM), β-glicerofosfato (10 Mm) y ascorbato-2 fosfato (50 μg/ml). Se 
mantienen en estufa a 37ºC con CO2 5% durante todo el proceso, y se realiza el cambio de me-
dio cada 4 días.  
Cuando se observan cúmulos de minerales y cristales birrefringentes al microscopio (al 
cabo de 21 días), se lleva a cabo la tinción Alizarin Red. Para ello, se prepara una solución de 
Alizarin Red 40 mM en fosfato monosódico (NaH2PO4 0,1 M, pH 4,3). Las células en las placas 
se lavan 2 veces con 0,25 mL/cm2 de PBS y se fijan con 0,25 mL/cm2 de etanol 70% durante 30 
minutos a temperatura ambiente. Después las células se lavan 2 veces con PBS, agregándo 
0,25 mL/cm2 de Alizarin Red 40 mM que se incuba durante 10 minutos a temperatura ambien-
te. Las células en las placas fueron nuevamente lavadas 2 veces con PBS y finalmente se lava-
ron 5 veces con agua bidestilada. Se observan al microscopio óptico, y se toman fotografías de 
registro. Dicho procedimiento se realiza tanto en las células mesenquimales transducidas con 
la proteína GFP como en las que no se le transdujo.   
b) Diferenciación adipogénica: Se siembran células en una densidad de 25.000 cel/cm2 
por pocillo en placas de 4 pocillos. Se incuba en la estufa a 37ºC con 5% CO2 durante un día. A 
las 24 horas, se observan las células al microscopio óptico. Al alcanzar el 100% de confluencia 
(aproximadamente el segundo día), se agrega 500 μl de medio de diferenciación [DMEM, SFB 
10%, Penicilina y Estreptomicina al 1%], junto con dexametasona (0,1 μM), insulina (10 μg/ml) 
e indometacina (0,02 mg/ml). Se realizan dos pruebas de diferenciación con sus respectivos 
controles negativos, los cuales solo contenían 25.000 cél/cm2 más 500 μl de medio completo 
(DMEM, SFB 10%, Penicilina y Estreptomicina al 1%), que se cambió cada 4 días. Se mantienen 
en incubación en estufa a 37ºC con 5% de CO2 durante todo el proceso, y se realiza cambio de 
medio de diferenciación cada 4 días.  
Pasadas 2 semanas se marcan con Oil Red para comprobar la diferenciación hacia adi-
pocito. Se prepara una solución de isopropanol 60% a la que se agrega Oil Red hasta generar 
una solución saturada. Luego se entibia por 20 minutos a 37ºC y se filtra por un filtro de poros 
de 0,2 μm para eliminar el exceso de cristales de Oil Red. Las células en las placas se lavan 2 
veces con PBS. Luego se agrega Oil Red O y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente. 
A continuación, se lava 2 veces con PBS y se observan y fotografían las células que presentaban 
gotas de grasa teñidas de color rojo en su interior. 
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3.4.- Injerto de células mesenquimales 
 A las 24 horas del TCE, se selecciona aleatoriamente a los animales que van a recibir el 
trasplante celular (ilustración 18). Tras inducir la anestesia y mediante técnica estéril se reabre 
la incisión de la línea media y se expone la región contusionada del cerebro. Usando una guía 
esterotáxica y una aguja de microinyección de 26 G (Hamilton Company USA, Reno, Nevada), 
se inyectan las células en el área del impacto y en el área colindante, por debajo de la 
superficie cortical. Se utiliza una aguja de punta biselada, con una angulación de 12  y una 
longitud total de 40 mm, reduciendo de esta manera el daño traumático al infundir las MSC.  
Se realizan 8 inyecciones de 5 μL de PBS, conteniendo cada una 25.000 MSC, insertándolas 
durante 10 segundos a 2-3 mm por debajo del córtex, administrando de esta manera 
aproximadamente 200.000 MSC por animal (volumen total infundido, 40 μL). Al grupo control 
intraparenquimatoso se le realiza el mismo procedimiento, excepto que las inyecciones solo 
contienen SSF165.  Existe un tercer grupo llamado control simple, al que solo se le realiza el 
trauma craneal pero sin manipulación posterior (ilustraciones 19 y 20).  
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Ilustración 18.- Técnica de infusión intraparenquimatosa de células mesenquimales con estereotaxia. a) Torre de 
estereotaxia con aguja intraparenquimatosa montada en brazo acoplable. b) Posición del animal de experimenta-
ción en la torre de estereotaxia; la sedación se realiza mediante sevoflurano. c) Visión cenital de la cabeza del 
animal fija mediante soportes que se introducen en su pabellón auricular; la mandíbula se fija mediante un so-
porte específico que permite la administración simultánea de un flujo contínuo de sevoflurano para la inducción y 
mantenimiento anestésico. d) Se realizan los mismos pasos que para la realización del traumatismo craneal con-
trolado mostrados en la figura anterior: reapertura de la piel, disección y aposición del músculo temporal, exposi-
ción de la superficie cortical e identificación de la lesión realizada 24 horas antes; la infusión de células mesen-
quimales se realiza introduciendo estas a través de la aguja biselada, mediante 8 inyecciones en la zona marginal 
de la lesión (volumen total 40 μL, volumen de cada inyección 5 mcL). e) Detalle del cerebro del animal extraido en 
bloque, mostrando el área con la lesión focal en el hemisferio izquierdo tras 21 días de la misma. Macroscópica-
mente, la lesión es similar a la del grupo control: un área central deprimida con tejido necrótico y hemorragias 
intraparenquimatosas en su interior. f) Aguja Hamilton® utilizada para la infusión de células madre mesenquima-
les: 26 Gy de diámetro externo, punta biselada con una angulación de 12º y volumen total 50 mcL) (detalle de la 
punta en el recuadro inferior izquierdo). 
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Ilustración 19.- Grupos de experimentación. MSC: Célula madre mesenquimal; SSF: Suero salino fisiológico; TCE: 
traumatismo craneoencefálico.  
 
 
 
 
Ilustración 20.- Cronograma de los grupos de experimentación, mostrando la relación entre la realización del 
trauma craneal, la intervención realizada (infusión de células madre por vía intravenosa o intraparenquimatosa), 
los test de evaluación neurológica y el momento del sacrificio.   
                                  T                             T                  T                   T  
   : Sacrificio      T: Test funcionales  
GRUPO 1: Control simple 
TCE 
+48h +7d +14d Día 0 +21d 
                                     T                           T                  T                   T  
     :  Infusión SSF     : Sacrificio      T: Test funcionales             : Histología, Citometría 
+24h 
GRUPO 2: Control ip 
+48h +7d +14d +21d 
TCE 
Día 0 
    :  Infusión 2x105 MSC     : Sacrificio  T: Test funcionales             : Histología, Citometría 
                                      T                           T                    T                 T  
+24h 
GRUPO 3: Tratamiento ip 
TCE 
+48h +7 +14d +21d Día 0 
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3.5.- Evaluación neurológica 
 Todas las ratas se evaluaron antes del inicio del experimento. Los test neurológicos 
usados fueron tres: Rotarod, test de Rogers modificado y el Test de la cinta adhesiva 
modificado (Modified Sticky tape Test, MST). Se llevaron a cabo por un experimentador que 
había sido instruido en la realización de los mismos y que era ciego para el tratamiento 
empleado. Se practicaron basalmente y en los días +2, +7, +14 y +21 tras el traumatismo 
craneal. Los sujetos cuyos valores basales no fueron normales, o que presentaron algún déficit 
motor o sensitivo, no se consideraron aptos para continuar el experimento.  
 El test de Rotarod (Ugo Vasile Srl, Italia)202-204, se realiza colocando al animal de 
experimentación en un rodillo con un movimiento rotatorio (ilustración 21A). El 
experimentador es capaz de seleccionar una velocidad fija o bien la velocidad inicial, la 
velocidad final, así como el tiempo en el que alcanza la velocidad final. Inicialmente se 
mantiene a la rata durante un máximo de dos minutos a una velocidad constante de 2 rpm 
para conseguir de esta manera su habituación. Posteriormente, se inicia el test propiamente 
dicho, que consiste en incrementar la velocidad desde la inicial de 2 rpm hasta un máximo de 
40 rpm, en un tiempo de cuatro minutos. Se registra el tiempo y la velocidad máxima hasta 
que el animal pierde el equilibrio o cae. Si tras cuatro minutos y haber alcanzado la velocidad 
máxima el animal no ha perdido el equilibrio, se adjudica la máxima velocidad. Mediante este 
test se evalúa de manera objetiva la capacidad motora y sensitiva del animal tras un TCE 
controlado. Cuanto mayor es la lesión tras un traumatismo cerebral controlado, menor es el 
tiempo y el número de revoluciones que alcanza el animal de experimentación.  
 El test de Rogers modificado203-206  permite graduar la afectación motora tras un TCE 
(Ilustración 21B). Se realiza en un ambiente neutro, sin otros estímulos externos, observando 
su movilidad espontánea y alzando al animal de experimentación por la cola. Se asigna 
diferentes puntuaciones según la movilidad mostrada: 0 puntos, sin déficit neurológico; 1 
punto: fallo en la extensión de la pata delantera izquierda; 2 puntos: disminución en el agarre 
de la pata izquierda cuando se sujeta la cola; 3 puntos: movimiento espontáneo en todas las 
direcciones, si se sujeta de la cola movimiento circular contralateral; 4 puntos: movimiento 
circular o andar espontáneamente a la izquierda; 5 puntos: movimiento solo tras estímulo; 6 
puntos: falta de respuesta a estímulo; 7 puntos: muerte. Cuando se produce un daño cerebral 
traumático, aumenta la puntuación obtenida en este test.  
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Ilustración 21.- Test funcionales: Rotarod y test de Rogers modificado. A) Rat Rotarod: los animales de experi-
mentación se sitúan en un rodillo giratorio programado para alcanzar una velocidad determinada (en nuestro 
caso, 40 rpm) en un tiempo dado (4 minutos). El test finaliza cuando el animal cae o pierde el equilibrio, regis-
trándose la velocidad del rodillo y el tiempo que ha permanecido. B) Test de Rogers modificado: se sujeta a la 
rata por la cola y se observa el movimiento espontáneo que realiza. También se valora el movimiento espontáneo 
en una superficie lisa. Se puntúa en una escala subjetiva del 0-7 en función de su respuesta (ver texto para más 
información).  
El Modified Sticky-tape Test (MST)207,208 es un test para valorar la integridad 
somatosensorial de la rata (ilustración 22). Para realizarlo, se coloca una cinta adhesiva en una 
de las patas delanteras. La respuesta normal consiste en intentar quitársela con la boca de 
manera continua. En un ambiente neutro, durante un periodo de treinta segundos, se 
contabiliza el tiempo total que el animal intenta retirar el estímulo. Se testan tanto el miembro 
ipsilateral como el contralateral, no al mismo tiempo, tres veces al día. Se recogen las dos 
mejores puntuaciones y se hace la media de ambas. Tras un daño cerebral cortical, disminuye 
el tiempo que el animal intenta retirarse la cinta adhesiva en el miembro contralateral a la 
lesión, mientras que no se altera el tiempo en el lado ipsilateral.  
 
 
 
 
Ilustración 22.- Test de la cinta modificado (Modified Sticky tape test: MST). A) Respuesta normal observada 
antes del trauma craneal: durante la mayor parte del tiempo de observación, intenta retirarse la cinta adhesiva 
de la pata mediante la boca o la pata contralateral. B) Tras la lesión cerebral, el animal presenta una negligencia 
contralateral y se presta indiferente a la cinta adhesiva.  
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3.6.- Citometría de flujo 
Se realiza un lisado de tejido cerebral para determinar la proporción de MSC en la 
muestra total, así como su supervivencia a lo largo del tiempo. En los días +2 y +21 tras el TCE, 
dos ratas del grupo control (TCE + infusión de SSF) y dos ratas del grupo tratamiento (MSC 
2x105 intraparenquimatosas) se sacrifican tras anestesia con Sevoflurano. Posteriormente, se 
extraen sus cerebros en bloque. Se retira el cerebelo y tronco del encéfalo, y se separa el 
hemisferio izquierdo (donde recibieron el trauma y la infusión) del derecho.  
Cada hemisferio se disgrega mediante métodos mecánicos, y el resultado se purifica 
mediante un filtro para criba celular de 40 micrómetros (Falcon BDTM, USA). La muestra 
obtenida se centrifuga durante 5 minutos a 1500 rpm, y se desecha el sobrenadante. Se 
resuspende con PBS y se homogeniza la muestra.   
Se realizaron fracciones de los diferentes grupos celulares para conseguir un número 
similar de células por cada muestra. Se incuban con los anticuerpos anti CD 45-PE, anti CD 90-
APC y anti CD 29-FITC [Santa Cruz Biotechnology, Inc, California, USA]. Otro grupo se incuba sin 
anticuerpos, para determinar aquellas células que muestran fluorescencia intrínseca mediante 
la expresión de GFP. En ambas, se añade 7AAD, lo que permite diferenciar las células viables. 
Tanto a las 48 horas como a los 21 días, se comparan el porcentaje de células mesenquimales 
(CD29+, CD90+, CD45-) y células GFP positivas en cada hemisferio y respecto al control 
(Citómetro BD FacsCantoTM II, BD Biosciences, Nueva Jersey).  
 
3.7.- Estudio anatomopatológico 
 Se realiza en el grupo control ip y tratamiento ip, a las 48 horas y 21 días del TCE. Se 
procesan tinciones de hematoxilina eosina, e inmunohistoquímica para detectar GFP, 
vimentina y Nestina.  
El sacrificio del animal se produce, previa anestesia con Sevoflurano inhalado, 
mediante decapitación. Se resecan los cerebros en bloque,  y se introducen en formol al 4% 
durante 48 horas. Se procesa el tejido mediante hidrataciones crecientes de alcohol, tras lo 
cual se incluyen en parafina. Se realizan secciones histológicas de 2 μm de grosor por animal a 
la altura del traumatismo craneal (bregma +3mm hasta bregma -5 mm) mediante un 
micrótomo (separación 10 μm en cada corte). Los cortes de parafina se introducen en una 
estufa durante  0 minutos a  0   C, y posteriormente se sumergen en xilol durante 15 minutos. 
Se hidratan en concentraciones decrecientes de alcohol (alcohol absoluto, alcohol 96%, alcohol 
6a 6b 
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70%, cada uno de ellos durante 5 minutos). Se lavan con agua destilada y se introducen en la 
solución de hematoxilina durante 5 minutos. Se lavan en agua durante 2 minutos transcurridos 
los mismos se lavan en agua destilada durante 2 minutos. Se introducen en eosina alcohólica 
un minuto. Posteriormente se deshidratan en soluciones de alcohol crecientes (alcohol 70%, 
alcohol 96%, alcohol absoluto, xilol). 
Se procesan las muestras según técnicas histológicas de vimentina, nestina e 
inmunofluorescencia para GFP. Tras la desparafinización, se realizan baños en xilol durante 
cinco minutos cada uno, e hidratados en una serie de alcoholes progresivamente de mayor 
graduación. El antígeno de los cortes se recobró mediante un método de recuperación basado 
en un buffer de citrato. Las peroxidasas endógenas se inhibieron mediante incubación con 
H2O2 al 3% y PBS. La tinción inespecífica se bloqueó con una mezcla de dos sueros diferentes al 
1,5% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de ello, los cortes se 
incubaron con una mezcla del anticuerpo primario anticuerpo monoclonal de ratón anti GFP 
(eGFP B2, Santa Cruz Biotechnology®, California), Vimentina y Nestina (Leica Biosystems, 
Suiza). Las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario IgG-FITC de cabra anti-ratón 
(goat anti-mouse IgG-FITC, Sc-2010, Santa Cruz Biotechnology®, California, USA) en una 
dilución de 1:50 en buffer PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente.  
 
 
a.- Hematosilina eosina 
La tinción de hematoxilina eosina se usó para identificar morfológicamente las MSC y 
las lesiones secundarias al DCT.   
Se analizó el tamaño de la lesión y la presencia de progenitores neuronales en la zona 
granular del hipocampo y de la zona subventricular. El área lesionada se definió como la zona 
con presencia de hemorragia y signos de degeneración celular y despegamiento meníngeo en 
la zona del TCE. Se midió a los 21 días del TCE. El área lesionada se calcula mediante la 
diferencia entre el área sana contralateral menos la ipsilateral, y se expresa como porcentaje 
respecto al cerebro contralateral, lo que permite corregir el efecto del edema cerebral. Se 
tomaron varias mediciones a través de los cortes de hematoxilina eosina que atravesaban la 
zona de la lesión191,209,210.  
Tras un TCE, las neuronas del hipocampo son vulnerables, disminuyendo de manera 
significativa en el giro dentado y regiones CA1 y CA3 (ilustración 23)211. Dicha pérdida neuronal 
se asocia con los déficits motores y de aprendizaje observados a largo plazo211. Las células 
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neuronales progenitoras se calcularon midiendo el número de células granulares en el giro 
dentado y de células piramidales en la región CA1 y CA3 del hipocampo por campo de 40 
aumentos212. Se midió la población celular en la zona ipsilateral y contralateral a la lesión, 
tanto en el grupo control ip como en el de tratamiento ip. Aunque la tinción de HE no es 
específica de células neuronales, su morfología característica permitieron el contaje.  
Las células granulares muestran un núcleo con acúmulo de gránulos en su interior, con 
un citoplasma redondo. Las células piramidales muestran un núcleo más denso, junto con una 
estructura geométrica (piramidal) de su citoplasma, sin presencia de gránulos.  
Ilustración 23.- Estructura de hipocampo de rata sobre cortes histológicos teñidos con técnica Nissl (azul de tolui-
dina), tras inclusión con parafina. A) Visión macroscópica a la altura del hipocampo (aproximadamente –3 mm 
respecto a Bregma). B) Zona ampliada en A (recuadro verde) mostrando la morfología del hipocampo. C) Repre-
sentación esquemática sobre la figura B, donde se muestra el Cuerno de Amón y sus divisiones (CA1-4), así como 
el Giro dentado (GD) y el subículo (SB). CA: Cuerno de Amón; DG: Giro dentado; SB: Subículo.  
 
b.- Inmunohistoquímica GFP 
Mediante esta técnica se identifican a las células que expresan la proteína GFP en su 
citoplasma. Las células GFP positivas mostraban fluorescencia verde al examinarlas con el 
microscopio de campo oscuro. Se determinaron el número de células GFP positivas por campo 
de veinte aumentos, en la zona lesionada, en la zona contralateral y en el grupo control.  
c.- Inmunohistoquímica vimentina 
La vimentina es una proteína de tipo filamento intermedio tipo III. Forma parte del 
citoesqueleto celular. Se expresa principalmente en el citoesqueleto de células 
mesenquimales, por lo que se usa como su marcador. Puede encontrarse en células que 
realizan la transición epitelial a mesenquimal dentro del desarrollo normal o tumoral213.  
Se contabilizaron el número de células vimentina positivos por campo de cuarenta 
aumentos, de la zona lesionada, así como del grupo control a las 48 horas y 21 días del TCE.  
Las células vimentina positivas son aquellas que muestran una tinción parduzca alrededor de 
su núcleo. Las célula vimentina negativa muestran una tinción azulada alrededor de su núcleo.  
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d.- Inmunohistoquímica nestina 
La nestina es una proteína tipo filamento intermedio, que se expresa en múltiples 
células durante su desarrollo, aunque no en su etapa madura. Se expresa en los precursores 
neuronales de la capa subgranular del hipocampo en la ZSV143,148 y su expresión disminuye tras 
la formación de las células maduras, siendo sustituída por la GFAP, por ejemplo214.  
Se determinó el número de células nestina + en microscopía óptica de veinte 
aumentos. Las células nestina positiva presentan una tinción granular alrededor del núcleo 
central. Se contabilizaron en dos regiones, en la zona subventricular y en el giro dentado del 
hipocampo, dado que estas zonas son las que acogen las CNP en el cerebro adulto141. Se 
compararon el grupo tratamiento ip frente al grupo control ip, tanto a las 48 horas como a los 
21 días del TCE.  
 
3.8.- Estimación del tamaño muestral 
Para estimar el tamaño muestral en los estudio de contraste de hipótesis hay que co-
nocer la magnitud de la diferencia que se pretende demostrar, la seguridad del estudio (riesgo 
de cometer un error tipo α o tipo I), el poder estadístico del estudio (riesgo de cometer un 
error tipo β o tipo II), y si el contraste de hipótesis es uni o bilateral. En nuestro experimento, 
los valores arbitrarios de α y β se fijaron en 0,05 y 0,8, respectivamente. Se eligió un contraste 
de hipótesis unilateral, porque estimamos  que la diferencia entre el grupo control y el trata-
miento supone un beneficio (mejoría de la función neurológica), por lo que la diferencia siem-
pre va dirigida hacia un lado (también se podría estimar mediante contraste bilateral). Por 
último, la magnitud de la diferencia se estimó mediante un estudio piloto en el que las dife-
rencias entre el grupo de tratamiento y placebo fueron: Tiempo hasta la caída en el Rotarod: 
50%; mayor número de rpm en Rotarod: 50%; la puntuación en el MST: 16,9%; y puntuación 
en el test de Rogers: 58%. La media de la diferencia de las distintas escalas de valoración fue 
de aproximadamente el 45%. 
Usando los valores anteriormente descritos, se obtiene que n=10 animales por cada 
grupo de experimento.  
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3.9.- Análisis estadístico 
Los resultados de los test funcionales se expresan como mediana y desviación están-
dard, salvo que se especifique lo contrario. Dado que los datos no siguen una distribución 
normal y el escaso número de animales a estudio, se utilizaron de manera preferente test no 
paramétricos para su análisis.  
Para valores independientes, el test usado fue la U de Mann-Withney (significación 
unilateral) para comparar dos categorías y la prueba de Kruskall-Wallis para más de dos cate-
gorías. Para variables dependientes, se determinó la distribución de normalidad de los datos 
mediante una prueba de Saphiro-Wilk. Si los datos no presentaban una distribución normal, se 
realizó un test de Wilcoxon, mientras que si lo seguían, se aplicó la t-Student para datos de-
pendientes.  
Se consideró una diferencia significativa aquella en el que el valor de p fuera igual o 
menor a 0,05. Se usó el paquete estadístico IBM SPSS statistics (versión 19, IBM Company®, 
Nueva York, Estados Unidos). 
 
3.10.- Captura y procesamiento de imágenes 
Las imágenes mostradas fueron tomadas mediante una cámara digital Leica DFC425-C  
acoplada a un microscopio óptico (Leica Microsystems, Suiza) y con el programa informático 
Leica Aplication Suite (Leica Microsystems, Suiza, versión 3.6.0). Las imágenes de las técnicas 
de histología e inmunohistoquímica se han procesado, realizando ajustes de saturación, con-
traste y brillo mediante el programa Adobe® Photoshop® Lightroom® (versión 4.4, Adobe Sys-
tems Incorporated, San José, California) para mostrar más claramente los datos obtenidos.  
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4.- Resultados 
4.1.- Aislamiento de células madre mesenquimales 
 4.1.1.- Identificación mediante citometría de flujo 
 Tras el aislamiento y purificación celular, se obtuvo un grupo de células positivas para 
los marcadores CD 90 y CD 29 (> 95%). Dichas células fueron negativas para CD45 (< 2%).  Den-
tro de ellas, el porcentaje de células GFP positivas era superior al 85% (ilustración 24).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
4.1.2.- Diferenciación morfológica 
 La morfología inicial correspondía a células de aspecto fusiforme, adherentes al plásti-
co, coincidentes con MSC (ilustración 25). Tras su cultivo en medios de diferenciación específi-
cos, las MSC adquirieron morfología de adipocitos y osteocitos. La tinción con alizarin red de-
mostró la presencia de depósitos cálcicos en la matriz extracelular. La tinción de oil red demos-
traba depósitos intracelulares en forma de vacuolas de contenido graso, desplazando el núcleo 
celular, típicos de los adipocitos. 
Esta diferenciación se consiguió tanto en las MSC purificadas inicialmente (GFP negati-
vas) como en aquellas en las que la se incubaron con lentivirus con GFP (GFP positivas). La 
expresión de GFP en las células permanecía a pesar de la diferenciación a células maduras.  
Ilustración 24.- Marcadores de células troncales mesenquimales. Se muestran los histogramas de distri-
bución de la muestra de MSC obtenidos tras el marcaje con los anticuerpos CD29-FITC, CD45-PE y CD90-
APC. En la fila superior, se muestra el marcaje de una población de células de referencia, negativa para 
todos los marcadores. En la fila inferior se muestra la población de MSC, positivas para CD29 y CD 90, y 
negativas para CD45 de nuestro estudio. En el gráfico de la derecha aparece la misma muestra de MSC, 
según la expresión de GFP (color verde, más del 85%) o no (color azul). GFP: Proteína verde fluorescente; 
MSC: célula troncal mesenquimal.  
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Ilustración 25.- Imágenes tomadas mediante un microscopio invertido que muestran los fenotipos celulares ob-
tenidos mediante incubación con medio específico de diferenciación y posteriores tinciones. a) MSC cultivadas en 
medio estándar. Muestran morfología típica de MSC indiferenciada (células fusiformes y espiculadas) alcanzando 
un 100% de confluencia. b) MSC cultivadas durante un período de 21 días en medio de diferenciación de osteoci-
tos. C) MSC cultivadas con el medio de diferenciación de osteocitos y teñidas con Alizarin red. Se observa la colo-
ración rojizo-anaranjada que demuestra la diferenciación de MSC en osteocitos. d, e y f) Visualización mediante 
microscopio de campo oscuro de MSC indiferenciadas, MSC cultivadas con medio de diferenciación, y MSC culti-
vadas con medio de diferenciación y marcadas con alizarin red, respectivamente. Todas ellas son el mismo campo 
que en su microscopio de luz blanca. Se observa la intensa birrefringencia verde, característica de células que se 
han marcado con GFP (GFP positivas). Esta característica se mantiene a pesar de su diferenciación a osteocito. g) 
MSC cultivadas durante 14 días en un medio de diferenciación de adipocitos. h) MSC cultivadas con un medio de 
diferenciación de adipocitos y teñidas con Oil red. Se observa la tinción rojiza de vacuolas citoplasmáticas conflu-
yentes cargadas de lípidos que desplazan el núleo a la periferia (recuadro). i y j) Visualización mediante microsco-
pio de campo oscuro de MSC cultivadas con medio de diferenciación de adipocitos, y MSC cultivadas con medio 
de diferenciación de adipocitos y teñidas con Oil Red, respectivamente. Ambas son el mismo campo de visualiza-
ción que las mostradas en la imagen G y H. Se observa la intensa birrefringencia verde de los núcleos celulares, 
características de las células en las que el  lentivirus insertó el GFP. Al igual que las células diferenciadas a osteo-
cito, esta característica se mantuvo a pesar de su diferenciación final. MSC: Célula madre mesenquimal. GFP: 
Proteína fluorescente verde. Las imágenes mostradas en a, b, d, e, g e i, corresponden a imágenes en 4 aumentos; 
el resto, están tomadas con cuarenta aumentos.  
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4.2.- Test funcionales 
En el MST (ilustración 26a y 27), tras un descenso inicial, se produce una mejoría pro-
gresiva en el porcentaje de tiempo en el que el animal de experimentación trata de retirarse la 
cinta adhesiva. No existen diferencias significativas entre los grupos de experimento.  
En el test de Rogers (ilustración 26b y 28), tras el TCE se produce un aumento en las 
puntuaciones lo que refleja una mayor lesión motora. Más tarde se normaliza hasta alcanzar 
los niveles basales. Esta mejoría se produce en todos los grupos de estudio, y existe una dife-
rencia significativa cuando se compara las puntuaciones  a los 7 y 14 días del TCE (7 días, 
p=0.038; 14 días p=0.035). En ambas, el grupo de tratamiento tiene una puntuación menor 
que en el grupo control. Cuando se realizan comparaciones uno a uno, a los 7 días existe me-
nor puntuación en el grupo de tratamiento ip frente al grupo de control simple (p=0,016). A los 
14 días existe diferencia entre el grupo de tratamiento ip frente al control ip (p= 0,021). Sin 
embargo, al finalizar el experimento, los tres grupos mejoran sus puntuaciones hasta casi al-
canzar las puntuaciones iniciales y sus diferencias desaparecen.   
En la evaluación con el Rotarod (ilustración 26c-d, 29 y 30), tanto el tiempo máximo al-
canzado respecto a sus puntuaciones basales como el número de revoluciones por minuto 
(rpm) máximas empeoran o se mantienen iguales inmediatamente tras el TCE (48 horas) para 
mejorar después en las evaluaciones a los 7, 14 y 21 días. Existe diferencia significativa entre 
los tres grupos en estos tres puntos de evaluación (7 días p=0,004 ; 14 días p=0,015 ; 21 días, 
p=0,03). El grupo con mayor puntuación es el grupo de tratamiento ip. Sus valores son casi el 
doble respecto al grupo de control simple o control ip, aparecen desde el día 7 y se mantiene 
hasta el día 21.  
Cuando se realizan comparaciones entre pares, a los 7 días los animales del grupo de 
tratamiento ip alcanzan de media el doble de rpm que los del grupo de control ip y control 
simple (p= 0,023 y p= 0,007, respectivamente). A los 14 días el grupo de tratamiento ip tam-
bién tienen mayores puntuaciones medias que los grupos de control ip y control simple (p 
=0,011, p = 0,022). A los 21 días, tienen una mayor puntuación media que el grupo de control 
ip (p= 0,02). Aunque con diferente nivel de significación, los mismos resultados se obtienen 
cuando se compara, en vez del número de rpm máximo alcanzado, el tiempo máximo alcanza-
do durante la realización del test del Rotarod.   
No se produjeron fallecimientos relacionados con la administración intraparenquima-
tosa. Se produjeron fallecimientos en relación con la administración de la anestesia (por de-
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presión respiratoria) y el periodo postoperatorio inmediato (primeras seis horas), sin diferen-
cias entre los grupos de experimentación.  
 
Ilustración 26.- Resultados de los test funcionales en los grupos de experimentación. Los asteriscos muestran la 
existencia de una diferencia significativa entre el grupo control simple, control intraparenquimatoso y tratamien-
to intraparenquimatoso. Escala Sticky tape test en porcentaje del tiempo total. Escala de Rotarod-rpm y Rotarod-
tiempo en porcentaje sobre la media basal inicial. Se muestra el valor representado en cada muestra junto con su 
error estándar de la muestra * Diferencia significativa entre los tres grupos con p < 0,05. ¥: Diferencia significativa 
entre los tres grupos con p < 0,01.  
 
% Sticky Tape Pretto 48h 7d 14d 21d 
Control 
87  
(7,9) 
0 
(0) 
26 
(16,6) 
36 
(19,3) 
86 
(9,3) 
Control ip 
82 
(11,3) 
22 
(22,6) 
60 
(37,6) 
83 
(21) 
87 
(15,7) 
Tto ip 
87 
(6,9) 
14 
(20) 
33 
(28,6) 
62 
(27,1) 
56 
(33,8) 
Significación (p) ns  ns  ns  ns  ns 
Ilustración 27.- Resultados del Sticky tape test en los grupos de experimentación, expresa-
do como porcentaje del tiempo total. Los resultados vienen expresados en medias simples; 
el número entre paréntesis expresa la desviación estándar. Ns: no significativo. Control: 
Traumatismo craneal controlado sin intervención. Control ip: TC controlado e infusión in-
tralesional de suero salino. Pretto: previo al tratamiento. Tto ip: TC controlado e infusión 
intralesional de células mesenquimales.  
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Rogers Pretto 48h 7d 14d 21d 
Control 
0 
 
1,7  
(0,82) 
2,3 
 (0,52) 
0,8 
 (0,75) 
 0,3 
 (0,52) 
Control ip 
0 
 
2,2 
(0,92) 
1,3 
(1,06) 
1 
(0,6) 
0,5 
(0,52) 
Tto ip 
0 
 
1,8 
(0,92) 
1,1 
(0,88) 
0,3 
(0,48) 
0,5 
(0,71) 
Significación (p) ns  ns 0,038 0,035 ns 
Ilustración 28.- Resultados del test de Rogers. Los resultados vienen expresados en medias 
simples; el número entre paréntesis expresa la desviación estándar. Ns: no significativo. 
Control: Traumatismo craneal controlado sin intervención. Control ip: TC controlado e in-
fusión intralesional de suero salino. Pretto: previo al tratamiento. Tto ip: TC controlado e 
infusión intralesional de células mesenquimales. 
 
Rotarod rpm % Pretto 48h 7d 14d 21d 
Control 
100 
 
74,5 
(35) 
74,5 
(24) 
75,8 
(35) 
133,8 
(29) 
Control ip 
100 
 
85,5 
(38) 
110,2 
(24) 
85,2 
(37) 
113,3 
(36) 
Tto ip 
100 
 
98,3 
(56) 
160,9 
(58) 
167,8 
(88) 
208,7 
(105) 
Significación (p) ns  ns  0,004 0,017 0,03 
Ilustración 29.- Resultados del test de Rotarod, número de revoluciones por minuto máxi-
mas alcanzadas. Los resultados se expresan en % respecto a la media basal de cada grupo.  
Entre paréntesis, la desviación estándar. Ns: no significativo. Control: Traumatismo craneal 
controlado sin intervención. Control ip: TC controlado e infusión intralesional de suero sa-
lino. Pretto: previo al tratamiento. Tto ip: TC controlado e infusión intralesional de células 
mesenquimales. 
 
Rotarod Tiempo  % Pretto 48h 7d 14d 21d 
Control 
100 
  
71,8 
(35) 
69,8 
(19) 
71,2 
(39) 
139 
(30) 
Control ip 
100 
 
89,6 
(44) 
116,9 
(27) 
91,1 
(42) 
116,9 
(39) 
Tto ip 
100 
 
95,2 
(64) 
166,2 
(66) 
171,8 
(99) 
222,8 
(118) 
Significación (p) ns  ns  0,003  0,039  0,05 
Ilustración 30.- Resultados del test de Rotarod, tiempo máximo alcanzado. Los resultados 
se expresan en % respecto a la media basal de cada grupo.  Entre paréntesis, la desviación 
estándar. Ns: no significativo. Control: Traumatismo craneal controlado sin intervención. 
Control ip: TC controlado e infusión intralesional de suero salino. Pretto: previo al trata-
miento. Tto ip: TC controlado e infusión intralesional de células mesenquimales. 
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4.3.- Supervivencia y diferenciación de trasplante celular 
 4.3.1.- Citometría de flujo 
 Se procesaron muestras en los días +2 y + 21 tras el trauma craneal controlado (24 
horas y 20 días tras el trasplante celular, respectivamente).  
 Para identificar el grupo de células mesenquimales, de todos los eventos adquiridos 
(106 eventos/tubo citometría, color blanco en la figura 31) se seleccionó la población celular 
que reunía  las características adecuadas de tamaño y complejidad (Población 1=P1, color rojo). 
Dentro de ella, se escogieron las células 7-AAD negativas, es decir, aquellas viables (Color azul, 
P2). Posteriormente, se  eligieron las células CD29
+  y CD45- (Color verde, P3). El anticuerpo 
CD90 APC marcaba de manera global a todas las células de la muestra, sin permitir diferenciar 
grupos celulares, por lo que, aunque usado, no resultó de utilidad. Se expresan porcentaje de 
células respecto a las células totales (P1).  
 De manera análoga, se repitió el experimento pero sin utilizar anticuerpos de marcaje, 
buscando la fluorescencia intrínseca de las MSC marcadas con GFP.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 31.- Método utilizado para la determinación de células troncales mesenquimales (MSC) en tejido 
cerebral. a) Eventos adquiridos (1*106) distribuidos mediante su tamaño y complejidad. b) Las células rojas son 
las que contienen las características típicas de MSC (Población 1=P1). c) Se seleccionan las células negativas para 
7AAD, es decir, las células viables (P2). d y e) De ellas, se escogen las que muestran positividad para CD29 (P3), 
existiendo una diferencia notable entre el hemisferio que sufrió la lesión y se infundió SSF (Figura 27d), respecto 
a las que han recibido un trasplante de MSC-a (Figura 27e). La cuantificación de esta diferencia así como su nivel 
de significación se muestra en las siguientes secciones.   
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a) Identificación de células CD29+ a las 48 horas del TCE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 32.- Gráfico de la citometría en los animales de experimentación a las 48 horas de un trauma craneal 
controlado (hemisferio izquierdo). La altura de la barra viene determinada por la media del porcentaje de células 
CD29+ frente al total de eventos registrados. Las barras muestran el error estándard de la media. Ctr: animales 
que han sufrido un traumatismo craneal, y 24 horas después se les ha administrado suero salino fisiológico intra-
parenquimatosamente ipsilateral a la lesión (hemisferio izquierdo). Tto: animales que han sufrido el mismo 
trauma craneal que los anteriores, y 24 horas después se les ha administrado células madre mesenquimales 
intraparenquimatosamente (2*105 células/animal) ipsilateral a la lesión (hemisferio izquierdo) 
   
 A las 48 horas, se identifica mayor número de células CD29+ (marcador de célula me-
senquimal) en el hemisferio izquierdo del grupo de tratamiento (TCE + trasplante) que en el 
mismo hemisferio del grupo control ip (Ilustarción 32, TCE+SSF; p =0,028). Se detectaron 1.4 
veces más células CD29+ en el grupo tratamiento que en el grupo control. También se encon-
traron mayor número cuando se compara, en el grupo tratamiento, el hemisferio izquierdo 
frente a su contralateral (p < 0,001).   
 También se detecta un leve incremento de células CD29+ en el hemisferio derecho del 
el grupo tratamiento  respecto al mismo hemisferio del grupo control (p = 0,03).  
 CD29+ (%) Error típico 
IZQ tto 0,0079 0,0003 
IZQ ctr 0,0055 0,0002 
DER tto 0,0029 0,0001 
DER ctr 0,0024 0,0003 
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b) Identificación de células CD29+ a los 21 días del TCE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 A los 21 días, cuando se compara el porcentaje de células CD29+ en los hemisferios que 
recibieron el traumatismo craneal  entre el grupo de trasplante y el que no lo recibió, no se 
observan diferencias significativas (ilustración 33). Fue levemente mayor la proporción de es-
tas células en los hemisferios que recibieron tratamiento con MSC, respecto a su control, pero 
sus intervalos de confianza eran demasiado amplios como para alcanzar significación.  
 
 
 
 CD29+ (%) Error típico 
IZQ tto 0,296 0,066 
IZQ ctr 0,250 0,065 
DER tto 0,281 0,051 
DER ctr 0,225 0,085 
Ilustración 33.- Gráfico de la citometría cerebral en los animales de experimentación a los 21 días de un trau-
ma craneal controlado. La altura de la barra viene determinada por la media del porcentaje de células CD29+ 
frente al total de eventos registrados. Las barras muestran el error estándard de la media. Izq: Hemisferio 
donde se ha realizado un trauma craneal controlado y 24 horas después se ha administrado células mesen-
quimales (2*105 MSC) perilesionalmente. Dcho: hemisferio derecho, contralateral al anterior.  
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 C) Identificación de células GFP + a las 48 horas del TCE 
 
 GFP+ (%) Error típico 
IZQ 0,0004 0,0002 
DCHA 0,0003 0,0003 
CONTROL 0,0003 0,0001 
 
 
 
Ilustración 34.- Gráfico de la citometría cerebral en los animales de experimentación a las 48 horas de un trauma 
craneal controlado. La altura de la barra viene determinada por la media del porcentaje de células GFP+ frente al 
total de eventos registrados. Las barras muestran el error estándard de la media. Ctr: animales que han sufrido 
un traumatismo craneal, y 24 horas después se les ha administrado suero salino fisiológico intraparenquimatosa-
mente. Izq: hemisferio izquierdo de animales que han sufrido el mismo trauma craneal que los anteriores, y 24 
horas después se les ha administrado MSC intraparenquimatosamente (2*105 células/animal). Dcha: Hemisferio 
derecho de animales que han sufrido el mismo trauma craneal que los anteriores, y 24 horas después se les ha 
administrado MSC intraparenquimatosamente (2*105 células/animal). 
A las 24 horas de un trauma craneal, no existe diferencia entre los porcentajes de célu-
las GFP positivas que se encuentran en ambos hemisferios de los animales del grupo trata-
miento. Tampoco respecto al grupo control (ilustración 34).   
 
D) Identificación de células GFP+ a los 21 días 
 
 
 
Ilustración 35.- Gráfico de la citometría cerebral en los animales de experimentación a los 21 días de un trauma 
craneal controlado. La altura de la barra viene determinada por la media del porcentaje de células GFP+ frente al 
total de eventos registrados. Las barras muestran el error estándard de la media. Izq: Hemisferio donde se ha 
realizado un trauma craneal controlado y 24 horas después se ha administrado células mesenquimales (2*105 
MSC) perilesionalmente. Dcho: hemisferio derecho, contralateral al anterior. 
 A los 21 días del TCE controlado, no existe diferencias en las células GFP + en el hemis-
ferio del traumatismo y trasplante respecto al contralateral (ilustración 35).  
 GFP+ Error típico 
IZQ 0,9685 0,42 
DCHA 1,2177 0,55 
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4.3.2.- Evaluación histológica 
 Macroscópicamente, a los 21 días del traumatismo craneoencefálico se observa un 
área deprimida y de aspecto levemente más parduzco en la zona de la contusión. Mediante 
tinción de hematoxilina esosina, se identifica en el área del TCE un extenso hematoma con 
despegamiento de la meninge y edema subyacente. En la zona del parénquima por debajo de 
la lesión se observa áreas de edema junto con un infiltrado celular extenso, sugestivo de un 
patrón de inflamación.   
 
Tamaño de la lesión  
 A los 21 días, no hubo diferencias en el tamaño macroscópico del área de la lesión 
entre el grupo de tratamiento ip comparado con control ip (Ilustración 36; p=0,296).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 % Lesión σ 
Tratamiento ip 
16,6 2,63 
Control ip 
14,9 0,47 
Ilustración 36.- Comparativa del tamaño de la lesión cerebral tras 21 días. MSC: Infusión con células 
madre mesenquimales; SSF: Infusión con suero salino fisológico (control); ip: intraparenquimatoso; 
σ: desviación estándar.  
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Células vimentina positiva  
 
A las 48 horas, se detectan abundantes células vimentina positiva en la corteza parie-
tofrontal, corticales y subcorticales en el hemisferio ipsilateral a la lesión del grupo tratamien-
to, diseminadas de manera difusa por toda la zona sublesional. En los otros grupos se detectan 
ocasionalmente alguna célula vimentina positiva, con morfología de estructura vascular.  
A los 21 días, se mantiene una zona con células vimentina positiva en la región ipsilate-
ral del grupo de tratamiento ip que no se identifica en otras zonas del mismo cerebro ni del 
grupo control ip. Existe un menor número de células vimentina positiva por debajo de la lesión 
en el día 21 que a las 48 horas (p=0,035).  
La zona de células vimentina positiva se localiza subcortical y con morfología triangu-
lar, con la base localizada en la superficie meníngea y el vértice en el parénquima intralesional, 
siguiendo la distribución típica de las células tras un trasplante intraparenquimatoso215. A los 
21 días, se observa en el grupo control ip un engrosamiento meníngeo más marcado que en el 
grupo de tratamiento ip (ilustración 37).  
Ilustración 37.- Población celular en GD del hipocampo. Inmunofluorescencia con vimentina bajo microscopía óptica 
(20 aumentos). En la fila superior se muestran un campo representativo de cada grupo a las 48 horas del trauma cra-
neal controlado y en la fila inferior a los 21 días. A las 48 horas, el número de células vimentina se encuentra solo en el 
grupo tratamiento, por debajo de la lesión (Gráfico abajo a la izquierda). A los 21 días, se encuentran los mismo hallaz-
gos (Gráfico abajo en el centro). El número de células vimentina positivas en dicha zona disminuyó de manera signifi-
cativa; p < 0,05 (Gráfico abajo a la derecha). La figura en la esquina superior derecha muestra un corte a menor au-
mento (4x) justo por debajo de la zona de la lesión y trasplante con células mesenquimales; en ella, existe una pobla-
ción de células vimentina positiva distribuida en una región triangular. En los gráficos, la altura muestra la media y las 
barras el error típico.  En las fotografías, la barra roja indica una distancia de 200 micras.  
* p<0,05. Ctrol: control; contra: contralateral; ipsi: ipsilateral; Tto: tratamiento. 
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Células GFP positiva  
 
Ilustración 38.- Células GFP positivas en la zona de la lesión. Inmunofluorescencia de campo oscuro (20x). En las 
dos figuras de la izquierda se muestran dos campos representativos a las 48 horas (arriba) y a los 21 días del TCE. 
En el gráfico de la izquierda se muestra la cuantificación de células GFP positivas en la zona de la lesión y tras-
plante, en esos mismos puntos de corte. Se observa una mayor población celular a las 48 horas del TCE (24 horas 
postrasplante) que al final del experimento (21 días). La altura del gráfico muestra la media y las barras el error 
típico.  
¥ p < 0,05. GFP: Proteína verde fluorescente; IP: intraparenquimatoso; Tto: tratamiento.  
 
A las 48 horas, se detectan algunas células GFP positiva en la corteza parietofrontal, 
corticales y subcorticales en el hemisferio ipsilateral a la lesión del grupo tratamiento (ilustra-
ción 38).  En los otros grupos (contralateral, grupo control) no se detectan células GFP positi-
vas. Tampoco se detectan en otras zonas del cerebro.  
A los 21 días, existe una población celular menor en la misma región. La diferencia en-
tre ambos grupos alcanza diferencia significativa (48 horas 6,5 ± 3,8; 21 días 0,75 ± 0,97; p = 
0,035).  
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Población celular en CA1 
 
A las 48 horas, no existe diferencia significativa entre el número de células piramidales 
por campo en la región CA1 del hipocampo (ilustración 39). Son más abundantes en el hemis-
ferio ipsilateral a la lesión del grupo tratamiento ip que en su hemisferio contralateral y res-
pecto al control ip, aunque sin alcanzar una diferencia significativa (tto ipsi 3,8 ± 3,3, tto contra 
1,8 ± 0,96, control ipsi 2 ± 2; p > 0,05).  
A los 21 días,  sin embargo, la mayor proporción de células piramidales se encuentra 
en el grupo control ip, en la zona del TCE y trasplante, siendo la diferencia significativa compa-
rándola con la misma región del grupo tratamiento ip (Tto ipsilateral 1,5 ± 0,65, Tto contralate-
ral 1,75 ± 0,25, Control ipsilateral 7,75 ± 1,44, Control contralateral 2,25 ± 0,48; p=0,029)  
 
 
Ilustración 39.- Población celular en CA1 del hipocampo. Tinción hematosilina eosina bajo microscopía 
óptica (40 aumentos). En la fila superior se muestran un campo representativo de cada grupo a las 48 
horas del trauma craneal controlado y en la fila inferior a los 21 días. A las 48 horas, el número de células 
piramidales en la región CA1 del hipocampo no fue significativamente diferente (gráfico abajo izquierda). 
A los 21 días, hubo un mayor número de células piramidales en la zona de la lesión del grupo control ip 
que en el resto de grupos (Control ipsi Vs Tto ipsi, Tto contra y Control contra; p=0,029). En los gráficos, la 
altura representa la media y las barras el error típico. La barra roja muestra una distancia de 100 micras. 
¥ p<0,05. Ctrol: control; contra: contralateral; ipsi: ipsilateral; Tto: tratamiento.  
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Población celular en CA3 
 
 
 
 
 
A las 48 horas, existe una diferencia significativa entre el número de células piramida-
les por campo en la región CA3 del hipocampo (Ilustración 40; p = 0,02). Son más abundantes 
en el hemisferio ipsilateral del grupo tratamiento que en su hemisferio contralateral (tto ipsila-
teral 12,3 ± 2,63, tto  contralateral 7 ± 2,16; p = 0,02). También existe diferencia cuando se 
compara frente a ambos hemisferios del control ip  (control ipsilateral 3,5 ± 1,91, p = 0,002; 
control contralateral 2±0,82, p = 0,002).  
A los 21 días, son más abundantes en el grupo tratamiento ip, en la zona ipsilateral que 
en el resto de grupos, pero sin alcanzar significación, excepto cuando se compara con la pobla-
ción celular del grupo control ip, contralateral a la lesión (Tto ipsilateral 7±1,97 frente Control 
contralateral 1,5 ± 0,58; p=0,029).  
 
Ilustración 40.- Población celular en CA3 del hipocampo. Tinción hematosilina eosina bajo microscopía 
óptica (40 aumentos). En la fila superior se muestran un campo representativo de cada grupo a las 48 
horas del trauma craneal controlado y en la fila inferior a los 21 días. A las 48 horas, el número de células 
piramidales en la región CA3 del hipocampo fue mayor en el grupo tto ip, ipsilateral a la lesión respecto al 
resto de grupos (gráfico abajo izquierda). A los 21 días, aunque el recuento fue mayor en el mismo grupo 
respecto al resto, solo hubo diferencia con el control ip, contralateral en la lesión. En los gráficos, la altura 
representa la media y las barras el error típico. La barra roja muestra una distancia de 100 micras. 
¥ p<0.05. * p<0.005. Ctrol: control; contra: contralateral; ipsi: ipsilateral; Tto: tratamiento.  
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Población celular en el Giro dentado  
 
 
A las 48 horas, existe una diferencia significativa entre el número de células granulosas 
por campo en el giro dentado del hipocampo (ilustración 41; p = 0,006). Son más abundantes 
en el hemisferio ipsilateral del grupo tratamiento que en su hemisferio contralateral (tto ipsila-
teral 43,3 ± 15,52, tto  contralateral 12,8 ± 0,96; p = 0,03). También existe diferencia cuando se 
compara frente al control ip, de ambos lados (control ipsilateral 3,5 ± 1,91, p = 0,04; control 
contraateral 6,3 ± 1,26, p =0,017).  
A los 21 días,  persiste una diferencia entre los diferentes grupos (p = 0,004). Son más 
abundantes en el hemisferio ipsilateral del grupo tratamiento ip que en el contralateral (tto 
ipsilateral 29,8 ± 6,3, tto  contralateral 16,3 ± 2,8; p = 0,03). También existe diferencia cuando 
se compara frente a ambos hemisferios del control ip (control ipsilateral 4,8 ± 0,9, p = 0,03; 
control contralateral 11,5 ± 2,9, p =0,03). 
 
Ilustración 41.- Población celular en GD del hipocampo. Tinción hematosilina eosina bajo microscopía 
óptica (40 aumentos). En la fila superior se muestran un campo representativo de cada grupo a las 48 
horas del trauma craneal controlado y en la fila inferior a los 21 días. A las 48 horas, el número de células 
granulares en el GD del hipocampo fue mayor en el grupo tto ip, ipsilateral a la lesión respecto al resto de 
grupos (gráfico abajo izquierda). A los 21 días, esta diferencia se mantuvo.  La barra roja muestra una 
distancia de 100 micras. 
¥ p<0,05. Ctrol: control; contra: contralateral; ipsi: ipsilateral; Tto: tratamiento.  
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Células nestina positiva, zona subventricular 
En la zona subventricular (ilustración 42), a las 48 horas no se encontró diferencia en-
tre el número de células nestina positiva en el grupo de tratamiento respecto al grupo control 
(tto 4 ± 2,2, control 4 ± 1,9; p > 0,05). 
 A los 21 días, el número de células nestina positiva fue mayor en el grupo control que 
en el grupo tratamiento, sin alcanzar significación. En ambos grupos, fueron menores que a las 
48 horas (tto 0,25 ± 0,5, control 0,5 ± 0,6; p > 0,05). 
 
Células nestina positiva, giro dentado 
 
 
En el giro dentado del hipocampo (ilustración 43), a las 48 horas hubo un número ma-
yor de células nestina positiva en el grupo de tratamiento respecto al control (tto 11 ± 1,4, 
control 3,8 ± 1,7; p = 0,001). 
 A los 21 días, no hubo diferencia. En ambos grupos, fueron menores que a las 48 horas 
(tto 3,5 ± 2,1, control 5 ± 0,81; p > 0,05). 
Ilustración 42.- Población celular de células nestina positiva  en la zona subventricular. Tinción con Nestina 
bajo microscopía óptica de 40 aumentos. Se muestran cuatro cortes histológicos representativos de cada 
grupo, tanto a las 48 horas como a los 21 días. No se evidencia diferencia entre las células nestina positiva 
tanto a las 48 horas (gráfico izquerda) como a los 21 días (gráfico derecha). La altura de la barra representa la 
media de cada grupo, y las barras el error estándard de la muestra. La barra roja indica 100 micras.  
Ilustración 43.- Población celular de células nestina positiva  en el giro dentado del hipocampo. Tinción con 
Nestina bajo microscopía óptica de 40 aumentos. Se muestran cuatro cortes histológicos representativos de 
cada grupo, tanto a las 48 horas como a los 21 días. A las 48 horas, existe un mayor número de células nestina 
+ en el grupo tratamiento (p=0.001). A los 21 días, no existen diferencias. La altura de la barra representa la 
media de cada grupo, y las barras el error estándard de la muestra. * p=0,001. La barra roja indica 100 micras. 
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5.- Discusión 
El objetivo de este estudio ha sido conocer si en un modelo de traumatismo craneoen-
cefálico en ratas la terapia con MSC intraparenquimatosas en el lugar de la lesión en la fase 
aguda tras un TCE suponía un cambio en la evolución neurológica, expresada mediante mejoría 
en la función motora y sensitiva. Igualmente, se quería investigar los mecanismo que podrían 
explicar esta mejoría funcional.  
Test funcionales 
En este estudio, se ha objetivado una mejoría funcional en los test sensitivo-motores 
(Rotarod) a partir primera semana tras el TCE, que se mantiene hasta el final del seguimiento. 
Sin embargo, estas diferencias que aparecen en fases intermedias en el otro test motor (Test 
de Rogers modificado) desaparecen con la finalización del experimento. En los resultados del 
test sensitivo no hubo diferencias.  
La falta de significación en el test sensitivo (Modified sticky tape test) puede estar de-
terminado por el modelo de trauma craneal usado. El trauma craneal se ha producido en una 
zona más adelantada respecto a lo que suele ser el estándar. El área lesionada en este estudio 
contiene una zona que contiene la principal corteza motora y otras suplementarias. Aunque 
también abarca áreas sensitivas, son zonas de corteza asociativa secundarias, que se localizan 
en regiones más caudales200. Se eligió este modelo para intentar aumentar los daños en la 
corteza motora, lo que permitiría ver más claramente los efectos de la terapia con MSC. En los 
tres grupos la respuesta a este test ha sido similar: un descenso en la puntuación tras el TCE 
que desaparece con el tiempo hasta normalizarse a la línea de base en el día 21. Posiblemente 
esto refleja una lesión funcional en dichas regiones (edematización, lesión axonal, áreas de 
penumbra o de vascularización límite), pero no estructural. En los tres grupos, el tratamiento 
con MSC no afectó a la evolución de esa supuesta lesión funcional.  
Las puntuaciones del test de Rogers modificado son mejores en el grupo de tratamien-
to respecto a los controles, pero solo en las puntuaciones intermedias (7 y 14 días), desapare-
ciendo al final de seguimiento, debido a que los tres grupos mejoran hasta alcanzar práctica-
mente su línea basal. Este test evalúa la función motora mediante la respuesta a un estímulo 
(la tracción de la cola) y su movilidad espontánea.  
Sin embargo, sí que se encontraron diferencias significativas cuando se realizó el test 
del Rotarod. Aparecieron desde la primera semana tras el TCE (día +7) y se mantuvieron hasta 
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el sacrificio de los animales. Las puntuaciones en el grupo de tratamiento duplicaron las de los 
grupos controles. Este es un test mixto, tanto sensitivo (propioceptivo) como motor.  
¿Cómo explicar la diferencia entre los dos tipos de test motores? Aunque aparente-
mente están en contradicción, pensamos que el Rotarod es un test superior al test de Rogers 
modificado, dado que en este último las puntuaciones se asignan de manera subjetiva por 
parte de un examinador, a pesar de que sea ciego para el tratamiento. Dicha puntuación sub-
jetiva puede producir un sesgo en los resultados. Sin embargo el test de Rotarod es más obje-
tivo, dado que tanto el tiempo de entrenamiento como el tiempo de realización del test es 
siempre el mismo y es independiente del observador. Como el test evalúa dos aspectos unidos 
de la psicomotricidad, la parte sensitiva y la motora, y no se han encontrado diferencias en el 
test sensitivo, probablemente la mejoría de las puntuaciones a lo largo del tiempo se deba a 
una mejoría en las regiones motoras. Dichas regiones son la principal zona contusionada en 
nuestro modelo de TCE.  
Si utilizásemos un grupo de animales a los que no realizara ninguna lesión, el test de 
Rotarod mostraría unas puntuaciones que mejoran a lo largo del tiempo180. Esta mejoría se 
produce porque, a medida que se practica más el test, las ratas aprenden a realizarlo mejor 
(“entrenan”) y alcanzan mayores puntuaciones. Cuando se produce un daño cerebral, ese pro-
ceso de aprendizaje se ve frenado123,191,216. En nuestro experimento, sus puntuaciones perma-
necen cercanas a las puntuaciones basales o algo más bajas. El grupo de tratamiento mejora 
desde la semana del trauma craneal, acercándose más a las curvas normales y de esa manera 
marcando la diferencia. Aunque indirectamente, estos resultados parecen apoyar que el tra-
tamiento intralesional con MSC mejora el aprendizaje. Sin embargo, no hemos realizado test 
funcionales que evalúen directamente este aspecto, como puede ser el test de Water-Maze191. 
Esta hipótesis se vería avalada por las diferencias halladas en las poblaciones celulares 
en el giro dentado y región CA1 y CA3 del hipocampo. En dichas regiones, el tratamiento con 
MSC muestra  una respuesta similar (CA3) o ligeramente superior a la normal (CA1 y GD) pero 
con una mayor intensidad en el grupo de tratamiento respecto al control ip.  
Llama la atención que la mejoría en las puntuaciones basales del test de Rotarod sean 
más grandes respecto a lo publicado anteriormente180,191. En general, se comunica una mejoría 
respecto del basal de entre 130-150%, mientras que en el grupo de tratamiento alcanza casi el 
200%. Estas diferencias se pueden explicar por dos motivos: el número de test realizados pre-
viamente y la edad de los animales. Los animales de nuestro estudio se entrenaron solo en una 
ocasión antes del trauma craneal, mientras que en otros estudios el número de entrenamien-
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tos previos fue de entre 3-5. El aumento en el número de entrenamientos previos explicaría 
que sus puntuaciones basales sean mayores que las de este estudio, y la mejoría respecto al 
basal no sea porcentualmente tan grande. Sin embargo la respuesta tras un TCE es similar, un 
descenso en las puntuaciones más cercanas a la lesión con mejoría progresiva, lo que sugiere 
que es un modelo igualmente válido. Además, los animales de experimentación de este estu-
dio son jóvenes (7 días de vida). En general, los estudios en la literatura utilizan animales adul-
tos, con una edad de aproximadamente 3-4 semanas y peso entre 200-300 
gramos123,124,136,176,180,184,186-188,190,191,212,217-221. Es conocido que la respuesta a un TCE varía con la 
edad, teniendo mejor pronóstico los animales más jóvenes, debido a su capacidad espontánea 
de recuperación143. Posiblemente estos animales jóvenes muestren una mayor capacidad de 
recuperación que los animales adultos.  
Resultados similares han sido descritos, aunque la comparación directa es difícil. Exis-
ten diferencias entre la fuente de MSC, el tiempo tras el TCE en el que son administrados, y la 
utilización de coadyuvantes. Además, los estudios utilizan diferentes métodos de evaluación 
funcional, de marcaje celular y técnicas histológicas para describir los procesos de inflamación, 
proliferación neuronal y astrogliosis. 
En un experimento parecido al nuestro, aunque utilizando una fuente diferente de 
MSC procedentes de médula ósea, Mahmood y colaboradores comunican una mejoría funcio-
nal motora tras la administración de MSC-mo intralesionales180. En dicho experimento encon-
traron una mejoría motora en los días +14 y +28 tras el trasplante.  Nuestro experimento repli-
ca a este, con la originalidad de usar una fuente de progenitores más accesible, las MSC-a y 
evaluar también la función sensitiva.  
El grupo de Mori222 obtiene conclusiones muy parecidas, aunque su modelo de daño 
celular es diferente (criolesión) y la administración de MSC-mo se produce en la fase hiperagu-
da de la lesión (1 hora). Si bien este grupo no realizó test motores o sensitivos, sí que midieron 
un descenso en el volumen de la lesión en el grupo que recibió MSC-mo, así como un incre-
mento en la demanda metabólica de las zonas lesionadas, medida como utilización de glucosa. 
Xue y colaboradores215 demostraron que la administración de MSC-a supone una dis-
minución en el volumen de la lesión y una mejoría funcional (expresada por la preferencia 
motora de las patas anteriores). La diferencia respecto al nuestro fue que se administraron en 
la fase subaguda (7 días), y al igual que en nuestro estudio las MSC procedían de tejido adipo-
so.  
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Solo un estudio no consigue demostrar el efecto beneficioso del tratamiento con 
MSC223. En él, el modelo experimental fueron ratones sometidos a una lesión cortical directa 
con frío. No hubo diferencia con el test motor (Rotarod), pero sí con el test sensitivo (Neurolo-
gical Sensitive Score: NSS). Sin embargo, en el subgrupo de animales en los que los investiga-
dores que realizaban los test funcionales eran ciegos para la terapia administrada, estas dife-
rencias desaparecieron (sesgo del observador). Su técnica difería  respecto a los estudios pre-
vios en el retraso en la administración de MSC (se aplicaron a las 72 horas, en lugar de las pri-
meras 24 horas) y la alta tasa de mortalidad del procedimiento (fallecieron tras la lesión 6/28= 
20% de mortalidad; 4/6 relacionadas con el procedimiento y 2/6 tras el trasplante celular). Los 
autores achacan la discrepancia en que la administración tardía limita la supervivencia celular 
debido al efecto nocivo inflamatorio.  
Otros estudios han confirmado la efectividad de esta ruta en modelos animales de TCE 
cuando  se han introducido nuevas variantes que intentan optimizar sus resultados: La admi-
nistración conjunta con factores de crecimiento neuronal218, o con entramados de colágeno220 
produce un mayor mejoría funcional cuando se compara con la administración intraparenqui-
matosa aislada de las MSC-mo.  
Los entramados de colágeno (scaffold) son el coadyuvante más utilizado por los grupos 
que utilizan terapia celular intralesional187,191,212,218,220. Esta matriz de hidrogel supone un an-
damiaje tridimensional que permite una mejoría en la supervivencia y en la colonización del 
tejido infundido por parte de las MSC. Su uso se asocia con una mejoría funcional superior al 
uso de MSC aisladas (aprendizaje y función sensitivomotora)187,191,212,220 . Esta mejoría se debe 
a una disminución en el área de la lesión187,191,220, una mayor supervivencia celular212 y un in-
cremento en la angiogénesis local212,220. Dicho aumento de la angiogénesis puede ser debido a 
que la interacción entre MSCh y las estructuras de colágeno que induce la expresión de VEGF 
por parte de los astrocitos perilesionales, así como de genes relacionados con la angiogénesis, 
neurogénesis y la transducción de señales224, cuando se compara con la administración aislada 
de MSCh. Otra explicación es que los entramados de colágeno atrapen en mayor número las 
MSC evitando su salida del tejido infundido.   
 
Supervivencia celular del trasplante de MSC 
Entre los objetivos estaba conocer la supervivencia y diferenciación de las células ma-
dre trasplantadas en el tejido cerebral lesional y perilesional. Los mecanismos por los que las 
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MSC producen una mejoría funcional (sensitiva, motora o del aprendizaje) tras un TCE en los 
modelos animales obedecen a diferentes factores, algunos de los cuales están implicados la 
presencia prolongada de MSC tras el trasplante. 
De esta manera, queríamos conocer tanto el patrón de supervivencia de las MSC y su 
capacidad de diferenciación. Para ello, era necesario contar con un marcador celular que fuera 
barato, fácilmente reproducible, no modificase las características de estas células (tanto su 
regeneración como su diferenciación a células maduras) y no fuera transferido a otras células 
si las MSC no sobrevivían, evitando la posibilidad de tener falsos positivos.  
Se decidió utilizar la proteína verde fluorescente (GFP) frente a otros marcadores de-
bido a que permite identificar correctamente a las células trasplantadas. Se ha observado que 
marcadores utilizados en algunos estudios, como la  BrdU y la bis benzamida (BBZ) son capaces 
de visualizarse a pesar de no encontrarse evidencia histológica de supervivencia de las células 
marcadas, dado que se fagocitan y se mantienen activos en los astrocitos y neuronas en desa-
rrollo182. Sin embargo, la GFP parece no sufrir este problema182. 
In vitro, hemos demostrado que las MSC marcadas con GFP (MSC-GFP +) son capaces 
de multiplicarse de manera análoga a las células no marcadas (MSC-GFP -). De igual manera, 
hemos demostrado que las MSC-GFP + conservan intacta su capacidad de diferenciación en 
adipocitos y condrocitos, sin sufrir una merma en la expresión de la GFP ni en su capacidad de 
supervivencia ni diferenciación, comparado con las MSC-GFP -. La capacidad de expresión de 
GFP se mantiene en MSC en cultivos a largo plazo, y su expresión no parece determinada por 
el número de ciclos de replicación que han sufrido.  
Una vez que tuvimos una población celular estable, y tras su trasplante, se analizó su 
presencia tanto inmediatamente tras el TCE y trasplante (24 horas) como a medio plazo (21 
días). Para identificar a las células mesenquimales se utilizó un doble sistema, la técnica de 
citometría de flujo y la inmunohistoquímica.  
Mediante citometría de flujo se pretendía identificar a una población celular que 
reuniese las mismas características de las células trasplantadas, es decir, que tuvieran marca-
dores de superficie compatibles con MSC: CD45-, CD90+, CD29+. Por otra parte, hallar una po-
blación que tuviera fluorescencia propia derivada de la expresión del gen GFP, lo que permiti-
ría diferenciar a esta población de las MSC endógenas, movilizadas del propio animal de expe-
rimentación.   
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Encontramos en el hemisferio cerebral en el que se produjo la lesión una población ce-
lular con características citométricas compatibles con MSC. Dicha respuesta se encontró tanto 
en el grupo control ip como en el grupo de tratamiento ip. Sin embargo, dicha población era 
mayor en el grupo en el que se trasplantaron MSC respecto a las que solo se infundió suero. 
Esta respuesta desaparece tras tres semanas de seguimiento.  
Sin embargo, cuando se analizó la expresión de GFP, ni a corto ni a largo plazo encon-
tramos una población que claramente expresara autofluorescencia verde. Pensamos que esta 
discrepancia en los resultados puede ser producido por dos situaciones: La población identifi-
cada mediante citometría de flujo se corresponde a una población diferente a la trasplantada o 
bien la población trasplantada no expresa GFP. Independientemente de cual sea la causa, im-
presiona de que esta respuesta de células que expresan marcadores de superficie de MSC des-
aparece a lo largo del tiempo, siendo mínima tres semanas tras el trasplante.  
Para valorar mejor en qué situación nos encontrábamos, recurrimos a técnicas de in-
munohistoquímica mediante vimentina y GFP. La vimentina es una proteína del citoesqueleto 
celular que se expresa principalmente en células de estirpe mesenquimal. En el cerebro de rata 
se pueden encontrar intrínsecamente en células mesenquimales alrededor de vasos sanguí-
neos siendo muy escasa la presencia de células vimentina positiva en el resto del parénquima. 
En el grupo de tratamiento ip encontramos numerosas células vimentina positiva, en compa-
ración con su hemisferio contralateral y con los animales que no recibieron el trasplante. 
Además, la distribución de dichas células fue principalmente subcortical, entre 1 y 2 mm por 
debajo de la zona lesionada, y de manera difusa por toda la zona de la lesión. Este patrón de 
células vimentina positiva sugiere que son las células trasplantadas y no movilizadas a través 
de la sangre, dado que aparecerían principalmente en la zona perivascular, como cuando se 
infunden intravenosamente. Sin embargo, cuando se realizó la inmunohistoquímica con GFP, a 
pesar de que a las 24 horas existía una población GFP positiva que era mayor que en el hemis-
ferio contralateral y respecto a los grupos controles, era menos numerosa que la población 
vimentina positiva (existía una proporción de células vimentina+ / GFP+ de aproximadamente 
4:1).  
A los 21 días, tanto las células vimentina + como GFP + decrecieron cuando se compa-
raron con los iniciales. Tampoco se encontró esta población celular en otros lugares diferentes 
del infundido ni con datos morfológicos de células neuronales o gliales maduros. Estos datos 
sugieren que la supervivencia de las células trasplantadas es baja en el lugar de la lesión y que 
no existe diferenciación a células maduras de estirpe neuronal.  
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Creemos que tanto las células vimentina positiva como las células GFP positivas perte-
necen a la misma población de MSC trasplantadas. La diferencia de número de células GFP 
positivas se debe probablemente a una pérdida de expresión de GFP, sin que se haya podido 
identificar la causa. Dado que la expresión de GFP se mantuvo prácticamente invariable en los 
cultivos simultáneos que se realizaron a la par que los experimentos, y dado que ambas pobla-
ciones disminuyen tras 21 días hasta su desaparición, hipotetizamos que los mecanismos que 
determinan la muerte celular de las MSC disminuyen la expresión de GFP. Esta hipótesis expli-
caría igualmente el no haber podido detectar células GFP positivas mediante citometría de 
flujo a las 24 horas, pero sí cuando utilizamos marcadores de superficie de MSC. Igualmente, 
no encontramos evidencia de diferenciación de MSC hacia células neuronales maduras.  
En la literatura existe controversia sobre si la diferenciación de MSC in vivo es posible. 
Como se ha dicho, el estudio de Coyne demostró que la mayoría de las MSC trasplantadas son 
rechazadas mediante una reacción inflamatoria, y que la coexpresión de los marcadores era 
debida a fenómenos de fusión celular con macrófagos y glía residente, más que a su diferen-
ciación182. Mientras que los artículos científicos muestran consistencia en cuanto a su eficacia 
sobre diferentes aspectos funcionales tras un TCE (motor, sensitivo o aprendizaje), no existe 
una evidencia convincente de su diferenciación a estirpe neuronal. Esto sugiere de manera 
indirecta que su efecto beneficioso  está mediado por la secreción paracrina de mediadores 
inflamatorios.   
 
Mecanismos de neuroprotección 
Al no encontrar evidencia de que hubiera fenómenos de expansión clonal intracerebral 
ni diferenciación a estirpe neuronal, quisimos valorar si la mejoría funcional estaba mediada 
por un mecanismo de neuroprotección y proliferación de progenitores neurales. Para valorar-
lo, consideramos el tamaño de la lesión y también la pérdida neuronal en diferentes regiones 
del hipocampo.  
El tamaño de la lesión se considera en la mayoría de los estudios como una variable 
secundaria que indica la pérdida de tejido cerebral. En nuestro estudio el tamaño de la lesión 
coincide con los parámetros comunicados, aproximadamente entre un 15-17% del área total 
del hemisferio. No obstante, no hemos hallado diferencias significativas entre el grupo de tra-
tamiento y el control. Tanto el grupo de Mori222 como el de Xue215 publican una disminución 
del volumen de la lesión. El grupo de Xue además compara este resultado tanto en el grupo de 
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MSC-mo como las MSC-a, sin encontrar diferencia entre ambas poblaciones. Esta mejoría se 
debe a una disminución relativa de la lesión de un 30% en el caso de Mori hasta un 85% del 
grupo de Xue. Sin embargo, otros grupos no han encontrado diferencia respecto al basal cuan-
do se evalúa el uso de MSC solas187,191,212,218-220,225, aunque sí cuando se utilizan los entramados 
de colágeno187,191,220. En estos últimos grupos, cuando se comunica el volumen de la lesión, 
esta oscila entre el 8-20% del volumen total del hemisferio y la disminución del tamaño está 
entre el 50-35%.  
Se ha observado que un traumatismo craneal produce un descenso en la densidad ce-
lular en el hipocampo ipsilateral, principalmente en las zonas CA1, CA3 y giro dentado187,212. Se 
debe principalmente a una disminución de las células piramidales de CA1 y CA3, así como de 
las células granulares del GD. En nuestro estudio, a las 48 horas  encontramos un mayor núme-
ro de células piramidales en CA3 y GD, respecto al hemisferio contralateral y frente al grupo 
control ip. A los 21 días esta diferencia se mantuvo en GD, pero no en CA3. En CA1, no hubo 
cambios en la densidad celular.  
En otros estudios este aumento de densidad celular en diferentes regiones del hipo-
campo también ha sido observada187,212, y ha sido aproximadamente de la misma magnitud 
que nuestro estudio.  Se ha evidenciado tanto cuando se utilizan MSC solas como con entra-
mados de colágeno. Las principal diferencias son que se habían administrado las MSC en la 
fase subaguda tras el TCE (4-7 días), que dicho incremento celular nunca se había observado 
tan precozmente (24 horas tras el trasplante celular) y no se había demostrado con MSC-a.  
Por último, quisimos evaluar el número de células nestina positivo como marcador de 
progenitores neuronales en las zonas donde la neurogénesis es más activa, en la ZSV y en el 
GD. En la ZSV no hubo diferencias tanto a las 48 horas como a los 21 días. Sin embargo, sí que 
se evidenció un aumento del número de células nestina positivas precozmente en el GD, pero 
no se mantuvo tras tres semanas de seguimiento.  
De manera general se puede decir que la administración de MSC-a ip tras un TCE con-
trolado produjo un incremento de progenitores neuronales de manera precoz (primeras 48 
horas) y principalmente en el giro dentado del hipocampo. Quizás ese incremento precoz sea 
el responsable de los buenos resultados obtenidos en los test funcionales.  
Bonilla es el principal autor que ha demostrado la presencia de un mayor número de 
células nestina positiva, si bien demostró un incremento de células nestina positiva tanto en la 
zona de la lesión como en la zona subventricular tras administrar MSC-mo dos meses tras un 
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TCE controlado225. No evaluaron la presencia de células nestina positivas en el giro dentado. 
Esta respuesta está en contradicción con los datos que hemos obtenido nosotros, y parece que 
muestra que la administración tras la fase aguda de un TCE de MSC-mo incrementa la neuro-
génesis de manera tardía. Sin embargo, nuestros datos apuntan en otra dirección, ya que su-
gieren que la neurogénesis se activa de manera precoz, únicamente en el giro dentado y esta 
respuesta desaparece con el tiempo. No sabemos cuál de los dos hipótesis es las verdadera, 
aunque quizás la  respuesta sea dependiente del número de MSC que sobreviven al trasplante. 
En el grupo de Bonilla y en otros grupos que indirectamente han demostrado un incremento 
de progenitores neuronales en estas zonas, el número de células trasplantadas fue muy supe-
rior.  
Otros parámetros evaluados en la literatura han sido la mejoría de la función metabó-
lica (medida a través de microelectrodos intracerebrales que determinan el consumo de gluco-
sa en diferentes regiones del cerebro)222, incremento de la vascularización local cerebral (mar-
cadores de angiogénesis, número de vasos sanguíneos)191,220 y disminución de astrogliosis e 
inflamación215. Sin embargo, estas variables no han sido estudiadas en nuestro trabajo. 
 En la tabla 3 se resumen los artículos más relevantes sobre trauma craneal y trata-
miento con terapia celular intraparenquimatosa.  
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Tabla 3.- Resumen de los principales estudios publicados sobre TCE y tratamiento con MSC. TCE: Traumatismo 
craneoencefálico. MSC: célula madre mesenquimal. MSC-mo: MSC obtenida de médula ósea. MSC-a: MSC obte-
nida de tejido adiposo. H: horas. D: días. M: meses. IP: MSC administradas intraparenquimatosamente (intrale-
sionales). IV: MSC administradas intravenosamente. Colag.: Scaffold colágeno. NGF: Factor de crecimiento neuro-
nal. CCI: Modelo de impacto cortical controlado.  
Referencia MSC Tiempo 
lesión 
Tiempo 
seguimiento 
Grupos Modelo 
TCE 
Otros Resultado 
Mahmood 
2001
180
 
MSC-mo 24h 28d TCE 
TCE + ip 
CCI -- Grupo TCE + ip: 
 - Mejoría funcional (14-28d) 
Mahmood 
2002
218
 
MSC-mo 24h 8d TCE 
TCE + ip 
TCE + ip + NGF 
CCI NGF Grupo TCE + ip + NGF: 
- Mejoría funcional  
- Mayor implantación  
Mahmood 
2004
187
 
MSC-mo 4d 5d TCE 
TCE + Colág 
TCE + ip 
TCE + ip + Colág 
CCI Colágeno Grupo TCE + Ip + Colag:  
- Mejoría sensitivomotora  
- Mejoría aprendizaje  
- ↓ área de lesión 
Mori 
2005
222
 
MSC-mo 1h 21d TCE 
TCE + MSC 
Criolesión -- - ↓ área de lesión 
- ↑ función metabólica 
Lu 
2007
191
 
MSCh-mo 4d  35d TCE 
TCE + Colág 
TCE + ip 
TCE + ip + Colág 
CCI Colágeno Grupo TCE + Ip + Colag: 
- Mejoría sensitivomotora  
- Mejoría aprendizaje   
- ↓ área de lesión 
Qu 
2009
220
 
MSCh-mo 7d 35d TCE 
TCE + salino 
TCE + colágeno 
TCE + ip 
TCE + iv 
TCE + Ip + Colág 
CCI Colágeno Grupo TCE + ip + Colag: 
- Mejoría sensitivo motora 
- Mejoría aprendizaje 
- ↓ área de lesión 
- ↑ la densidad vascular 
 
Xiong 
2009
212
 
MSCh-mo 7d 43d TCE 
TCE + Colág 
TCE + ip 
TCE + Ip + Colág 
CCI Colágeno Grupo TCE + ip + Colág: 
- Mejoría sensitivo motora 
- Mejoría aprendizaje 
-↑angiogénesis 
-↑supervivencia hipocampo 
Bonilla 
2009
225
 
MSC-mo 2m 4m TCE 
TCE + ip 
Peso -- Grupo TCE + ip 
- Mejoría sensitivo motora 
-↑neurogénesis endógena 
Xue 
2010
215
 
MSC-a 7d 28d TCE 
TCE + ip 
CCI -- Grupo TCE + ip: 
- Mejoría sensitivo motora 
- ↓ área de lesión 
- ↓ astrogliosis e inflamación 
Moorthy 
2011
223
 
MSC-mo 3d 28d TCE 
TCE + ip 
Criolesión -- Sin diferencias 
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5.1.- Elección de tipo celular  
Consideramos que la mejor opción eran las células madre mesenquimales obtenidas 
de tejido graso retroperitoneal.  
Aunque el prototipo de célula regenerativa tras un daño neurológico es la CPN, dado 
que ha demostrado que tiene el potencial para mejorar funcional y estructuralmente, existen 
algunos impedimentos que obstaculizan su traslado a la práctica clínica. El primero y quizás el 
más importante, es que actualmente la adquisición de CPN requiere de una biopsia cerebral. 
Es poco factible que la realización de una biopsia cerebral en un paciente con una lesión neu-
ronal se convierta en la práctica clínica habitual. En segundo lugar, dado que el SNC posee ni-
chos endógenos de CPN, no está del todo claro que su administración exógena vaya a suponer 
un beneficio adicional en cuanto a reemplazamiento celular226. Es posible que en el caso de las 
lesiones neuronales, la causa de la poca eficacia de la reparación endógena sea consecuencia 
de un ambiente desfavorable para su expansión y diferenciación, más que una falta en el nú-
mero total de CPN227. Añadir CPN sin actuar sobre el microambiente es poco probable que 
consiga una mejoría funcional, aunque existe evidencia de que las propias CPN pueden actuar 
como moduladoras cerebrales141,145,151,154. Estos problemas, combinados con estudios en los 
que se demuestra una eficacia similar con otras fuentes de células madre que son más fáciles 
de obtener, indican que probablemente el camino futuro de la aplicación clínica no use este 
tipo de células226. Uno de los grupos alternativos más extensamente estudiados han sido las 
MSC.  
Como se ha comentado anteriormente, el número de tejidos de los que se han aislado 
MSC es amplio y no ha parado de crecer en los últimos años. Hace más de una década se des-
cribió el procedimiento de obtención de MSC mediante digestión del tejido graso228, similar al 
que hemos seguido en este estudio. Aunque la mayoría de los estudios han utilizado tradicio-
nalmente las MSC obtenidas de la médula ósea, estas suponen una serie de inconvenientes 
que pueden que no las hagan candidatas ideales para su uso clínico masivo.  
Aunque éticamente e inmunológicamente son aceptables, las MSC-mo tienen el incon-
veniente de que, para su obtención, es necesario la realización una técnica de recogida agresi-
va, como es la realización de una punción aspiración de médula ósea, mediante punción de 
ambas crestas ilíacas bajo anestesia general. La cantidad de las MSC-mo obtenidas depende de 
la edad del paciente y del volumen de la muestra obtenida, lo que disminuye con la edad, 
siendo especialmente importante cuando se van a usar MSC-mo sin expandir en cultivos, me-
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diante recolección directa175,229,230. Con una aproximación algo simplificada, se calcula que, en 
la médula ósea, solo 1/18.000 células mononucleares son MSC (0.001%-0.01% de las células 
nucleadas de mo231), y considerando que existen aproximadamente 65 millones de células 
mononucleares por cada mL de aspirado de médula, por cada mL obtenido no llegan a 4000 
MSC las células recolectadas175. Esta cantidad puede disminuir si además, la cantidad de aspi-
rado se contamina con sangre periférica, en la que la relación de MSC por cada célula mono-
nuclear es mucho menor; por este motivo se recomienda no aspirar más de 2 mL cada vez. 
Además, la capacidad proliferativa de las MSC-mo disminuye con la edad229, lo que obliga a su 
cultivo y amplificación en salas técnicamente complejas y caras, que han de cumplir con estric-
tos protocolos de calidad.  
Las MSC derivadas de tejido adiposo son más fáciles de recolectar mediante un proce-
dimiento menos invasivo como es una liposucción o una abdominoplastia232. Tras una diges-
tión con colagenasa, se pueden aislar fácilmente, cultivar y almacenar232,233. Diferentes estu-
dios han demostrado que las MSC-a muestran una morfología similar, son capaces de formar 
unidades formadoras de colonias de fibroblastos (UCF-F), mantienen su capacidad de diferen-
ciación multipotencial y expresan un conjunto estereotipado de marcadores de superficie: no 
expresan CD 105 y CD 106 (marcadores relacionados con la migración y la hematopoyesis, que 
se encuentran disminuidos en las MSC-a); y tanto CD34 y CD49d están aumentados en las 
MSC-a175,232,234. Aun con resultados en ocasiones conflictivos, algunos estudios sugieren que las 
MSC-a, comparadas con las MSC-mo, son más angiogénicas, mantienen su capacidad prolifera-
tiva y  su capacidad de diferenciación adipogénica durante un periodo mayor175. Estas diferen-
cias pueden ser debidas a una diferencia en su perfil de transcripción de proteínas175,232. Una 
ventaja adicional de las MSC-a es que no expresan el antígeno de compatibilidad humano tipo 
II (MHC II), lo que podría facilitar su administración alogénica, mediante el almacenamiento 
por parte de donantes humanos sanos de bancos de MSC-a, en condiciones para su aplicación 
en un corto espacio de tiempo232,233.  
Sin embargo, estudios recientes han demostrado que, aunque manteniendo su capaci-
dad neurogénica in vitro, también la edad del donante de MSC-a influye en su capacidad de 
aislamiento, diferenciación, formación de colonias viables y supervivencia, reduciéndose a 
mayor edad235. Este descubrimiento es importante en aquellas terapias que se realizan me-
diante trasplante autólogo de MSC-a, en las que el análisis de su eficacia tendrá que tener en 
cuenta la edad de los pacientes incluidos. Igualmente, para la realización de trasplantes celula-
res alogénicos deberán ser, de manera óptima, procedentes de donantes sanos y jóvenes.  
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La efectividad de las MSC-a ha sido demostrada en otras patologías con daño cerebral, 
fundamentalmente en el daño cerebral hipóxico isquémico secundario a la ligadura de la arte-
ria carótida interna. En estos experimentos, se ha demostrado ser tan efectivas como las MSC-
mo en la obtención de la recuperación funcional210,232. Los mecanismos que explican esta me-
joría han sido parcialmente descritos, y son similares a los que previamente hemos referido 
para el resto de células MSC: implantación en la zona del daño y diferenciación parcial a células 
endoteliales y neuronales (en general, este efecto es de escasa cuantía y posiblemente transi-
torio232); inhibición de la respuesta apoptótica y estimulación de la respuesta regenerativa 
mediante la secreción autocrina de diferentes factores de crecimiento e inhibición de factores 
proapoptóticos (producción de BDNF, IGF-1 ,Nestina, MAP2, GFAP VEGF, HGF; inhibición de 
Bcl-2, caspasa-12)232,236; promoción de mecanismos de plasticidad neuronal y regeneración 
(Neurogénesis, oligodendrogénesis, remielinización, plasticidad sináptica y angiogénesis)232; e 
inmunomodulación local y sistémica161,232. Algunos estudios sugieren que, comparando dife-
rentes grupos celulares, las MSC-a son también capaces de suprimir la respuesta inmune me-
diada por linfocitos T, linfocitos B237 y células NK161.  
Aún con la precaución que exige extrapolar los resultados obtenidos de un modelo de 
enfermedad experimental a otro con el que no comparte las mismas vías patogénicas, teóri-
camente muchos de los efectos podrían ser similares, lo que favorecería su elección como 
fuente de MSC en el TCE. Dada la aparente similitud en cuanto a sus resultados funcionales, 
hemos elegido  esta fuente de MSC debido a su mayor aplicabilidad en el campo clínico. Aun-
que más utilizadas en los modelos experimentales de infarto cerebral209,210,232, se empiezan a 
realizar los primeros estudios en modelos de TCE como el nuestro, mostrando resultados favo-
rables que apoyan la hipótesis de que son también efectivas en esta patología215. Nuestros 
resultados apoyan las pruebas a favor su uso, principalmente por su acción moduladora local, 
regulando la supervivencia celular en el hipocampo ipsilateral.  
 
5.2.- Elección de ruta de administración 
Una de las cuestiones fundamentales es cómo administrar las MSC. En los experimen-
tos animales, las dos rutas de administración se han dividido clásicamente en dos: sistémicas o 
locales.  
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Administración sistémica 
Para la administración sistémica, se ha usado principalmente la vía intravenosa. Este 
tipo de técnica estaría indicada cuando tras un TCE no existe una lesión clara (daño difuso). En 
experimentación animal, su administración se consigue mediante la canalización de una de las 
venas caudales de la cola de la rata. La vía intravenosa por su sencillez de uso y facilidad de 
abordaje les hace un medio ideal para su administración, por lo que han sido la ruta de elec-
ción en la mayoría de los estudios preclínicos136,137,176,179,184,186,187,190,191,217,219,238 y también en los 
primeros estudios con pacientes195,197. Las MSC, debido a la capacidad para la migración celu-
lar, se adherirían mediante la secreción de integrinas y citocinas en las zonas dañadas de ma-
nera general permitiendo su integración en la zona de la lesión176. En ella podrían actuar bien 
mediante reemplazamiento celular (actualmente controvertido), pero principalmente median-
te la inmunomodulación local. Además, esta vía les permitiría actuar regulando la inflamación 
sistémica que hemos visto podría tener un papel importante en el TCE.  
El principal inconveniente es el efecto del primer paso pulmonar, es decir, el atrapa-
miento de un porcentaje mayoritario de MSC en el pulmón. Los principales factores que de-
terminan el primer paso pulmonar son el tamaño de la célula, su número y el modo en que 
éstas son administradas. De hecho, se calcula que menos del 1% de las células que se adminis-
tran de manera sistémica alcanzan de manera efectiva el lecho vascular afectado, mientras 
que la mayoría quedan atrapadas en los pulmones238,239. Además, se ha observado que el ori-
gen de la célula madre puede tener también una relación con el paso pulmonar. De esta mane-
ra, las células madre de origen en médula ósea (MSC-mo) y las neurales tienen un mayor paso 
cuando se comparan con las MSC de otros orígenes. Principalmente, el problema se achacó a 
una imposibilidad mecánica: las MSC son células relativamente grandes (15-19 μm) para  su 
paso por los capilares pulmonares, mientras que las CPN son células más pequeñas (4-5 μm)239. 
Sin embargo, las MSC-mo son células de un tamaño similar a las MSC, pero su atrapamiento es 
menor. Para explicarlo, se propone que existen otros factores, como la adherencia al endotelio 
capilar, dado que el bloqueo de factores de adhesión celular como son la Selectina P o el 
VCAM-1/VLA-4 incrementan el paso de estas células por los pulmones239. Esto explica también 
por qué la administración mediante dos bolos de MSC favorece una mayor cantidad de células 
en la circulación sistémica. Se hipotetiza que la primera dosis satura las uniones MSC-
receptores de endotelio, permitiendo que las consecutivas no se adhieran a la pared celular.  
Existen estudios además que demuestran que este primer paso pulmonar es transito-
rio, y que la mayoría de las MSC migran en las siguientes 24 horas a otros órganos diana, prin-
cipalmente del sistema reticuloendotelial238,239. Se desconoce si su interacción en dichos órga-
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nos posee un efecto beneficioso o perjudicial. La principal preocupación que genera este blo-
queo pulmonar es, además de la pérdida de efectividad por el escaso número de células que 
alcanza el órgano diana, la posible toxicidad. Se ha demostrado que en el cerebro una de las 
causas de la pérdida progresiva de MSC trasplantadas es la aparición de una respuesta infla-
matoria contra las MSC182. Si esta respuesta inmune se  replica en el pulmón, se hipotetiza que 
pueda originar no solo un fallo de trasplante, sino también un daño pulmonar secundario.  
En nuestro estudio monitorizamos, dentro de las variables que se recogían durante la 
intervención, la saturación de oxígeno mientras se realizaba la infusión de MSC y posterior-
mente hasta la recuperación anestésica, sin encontrarse evidencia de descenso en las cifras 
basales ni respecto a los controles. Igualmente, en el estudio en humanos se monitorizaba de 
manera estrecha mediante el sistema de puntuación de Murray y  el ratio P/F, sin haberse 
hallado diferencias significativas en los pacientes pre y postratamiento197. No obstante, en 
dicho estudio los autores utilizaron expresamente CMDMO, siendo una de las razones para 
elegir este grupo celular su pequeño tamaño comparado con las MSC197. Un estudio en huma-
nos con cardiopatía isquémica tratados con células madre demostró que las células madre 
administradas iv a los 30 minutos eran retenidas principalmente en el pulmón, pero en un 
plazo breve de tiempo disminuían mediante su distribución a otros órganos del sistema reticu-
loendotelial, principalmente bazo e hígado240.  Estos datos se tendrán que tener en cuenta 
para su aplicación clínica. Si la ruta de administración incluye el primer paso pulmonar, será 
obligatorio que uno de los efectos secundarios a vigilar sea el sistema respiratorio, medido 
mediante diferentes escalas clínicas. 
La controversia sobre si esta vía de administración es eficaz, o sobre si es igual o menos 
eficaz que la administración local viene determinado por los mecanismos por los que estas 
células son capaces de mejorar el resultado neurológico. Si se piensa que la principal función 
es la reparación local y sustitución del tejido dañado (tanto glial como neuronal), el que lle-
guen un número de células tan escaso a la zona de la lesión, disminuirá la “dosis efectiva” ad-
ministrada, por lo que será menor su efectividad. Sin embargo, si pensamos que es mediante 
la inmunomodulación (local y regional) y la secreción de factores de supervivencia neuronales 
que permitan la reparación vía mecanismos endógenos (lo que actualmente parece que es el 
principal mecanismo), consideraremos que es menos importante su llegada al sitio de la lesión, 
por lo que esta vía de administración puede ser tan efectiva, si no más, que su administración 
local. Las lesiones candidatas al tratamiento sistémico serían aquellas en las que en las pruebas 
de imagen no corresponden a daños focales cerebrales, como son el edema cerebral difuso y la 
lesión axonal difusa, dado que el DCS abarca a todo el cerebro y no hay una lesión única que 
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tratar. En nuestro grupo, estudios preliminares han encontrado hallazgos similares a lo publi-
cado cuando se administran las MSC por vía intravenosa: un alto porcentaje de primer paso 
pulmonar, con muy escasa llegada de MSC en el cerebro. Sin embargo, su administración me-
diante dos dosis no consiguió demostrar ningún efecto beneficioso tanto en escalas motoras 
como sensitivas. 
 
Administración local 
El cuerpo teórico para la administración local de MSC viene dado porque de esta forma 
se  alcanza el órgano diana de manera directa, evitando la BHE y todo el mecanismo de adhe-
sión y migración celular. Dentro de esta ruta de administración, se han ideado diferentes estra-
tegias: intratecal (espacio subaracnoideo, principalmente a través de una punción lumbar), 
intraventricular, intraarterial e intraparenquimatoso. Cada uno de ellas tiene sus ventajas y 
desventajas.  
La administración intratecal mediante punción lumbar tiene la ventaja de que es sen-
cilla de realizar, no es necesario trasladar al paciente al quirófano (se puede realizar a pie de 
cama), se puede repetir y se puede administrar una cantidad importante de fármacos y dosis. 
No obstante, a pesar de atravesar la BHE, la distribución de las MSC no es selectiva en la zona 
de la lesión, debiendo estas MSC migrar a la zona dañada y adherirse para ejercer su labor. 
También su sencillez se vería limitada en aquellos pacientes en los que existe una lesión focal 
supratentorial no drenada  que ejerce efecto de masa, en los que una punción lumbar incre-
menta el riesgo de herniación amigdalar. Uno de los estudios en humanos ha utilizado esta vía 
en la fase crónica del TCE, siendo bien tolerada y no comunicándose ninguna incidencia rela-
cionada con su infusión196.  
La vía intraventricular tiene la ventaja de que muchos de los pacientes con un TCE po-
seen un dispositivo de medición de la PIC, lo que evita el traslado a quirófano para su coloca-
ción. Además permite la administración de dosis repetida y un volumen adecuado para el tras-
plante celular. Tiene los inconvenientes que, al igual que la administración intratecal, las MSC 
deben migrar a la zona de la lesión, y que esta no tiene que estar en la zona periventricular ni 
siquiera en el mismo hemisferio (habitualmente los dispositivos intraventriculares de medición 
de la PIC se sitúan en el ventrículo contralateral a la lesión focal). Además, a pesar de que los 
volúmenes de administración son pequeños, la administración en un cerebro con una baja 
complianza o con elevaciones de la PIC (habitual tras un TCE) hace que resulte menos atracti-
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va. Sin embargo, su administración cerca de una zona de neurogénesis endógena podría au-
mentar la movilización de progenitores neuronales hacia la zona lesionada.  
La administración intraarterial tiene la ventaja de poder ser aplicada en la zona de la 
lesión. Se realiza mediante cateterización selectiva de los vasos perilesionales y su infusión 
posterior. Se evitaría la lesión secundaria que se puede realizar al colocar un dispositivo intra-
craneal, y además se incrementaría la “dosis efectiva” cuando se compara con la administra-
ción sistémica por vía venosa, debido a que desaparece el primer paso pulmonar. Aparte de la 
complejidad técnica de la cateterización selectiva de una zona vascular, precisa de mantener la 
habilidad de las MSC de traspasar la BHE y estaría indicado cuando la lesión corresponda con 
un lecho vascular determinado, lo que no siempre ocurre en un TCE. Además, una de las com-
plicaciones descritas es la aparición de infartos y trombosis, dependiendo de la velocidad de 
infusión y del tamaño celular empleado241.  
La administración tópica es una vía interesante pero aún muy precoz. Se ha demostra-
do que la administración tópica, junto con fibrina, de MSC en modelos de isquemia y reperfu-
sión intestinal y renal, y en un modelo animal de TCE, permite la supervivencia celular y su 
migración a zonas dañadas242. En el modelo de TCE, esta migración se produce desde el hemis-
ferio contralateral al dañado, encontrándose células a través del cuerpo calloso (se hipotetiza 
que sea la ruta que siguen en su migración). Esta vía de administración permitiría aumentar el 
número de MSC en la zona de la lesión, evitando así el primer paso pulmonar, y por otra parte 
aumentaría la supervivencia celular evitando el ambiente inflamatorio en la zona de la lesión. 
Otras ventajas serían no tener que producir un trauma secundario por la inyección intraparen-
quimatosa. Aunque se ha demostrado como prueba de concepto, se desconoce si esta ruta 
replica los buenos resultados funcionales obtenidos por otras vías de administración242.  
La administración intraparenquimatosa se realiza mediante infusión de MSC a través 
de una aguja en la zona intralesional que se guía mediante coordenadas esterotáxicas. El pa-
ciente ideal para utilizar esta ruta sería aquel que tuviera una lesión focal y que precisara una 
intervención quirúrgica bien para drenar esa lesión o para realizar una cranectomía descom-
presiva. El lugar de la infusión parece ser importante, dado que el lugar más adecuado sería 
aquel en el que el ambiente local favorezca la supervivencia y diferenciación del trasplante 
celular. Se cree que la zona ideal de trasplante estaría situada en la zona adyacente a la lesión 
focal, en una zona mal definida similar al área de penumbra alrededor de una isquemia aguda. 
En dicha zona, las condiciones para la supervivencia y el ambiente inflamatorio serían propicias 
Discusión 
100 
 
para su anidamiento, pudiendo ejercer su actividad terapéutica. Además, su inyección local 
evita los efectos relacionados con el primer paso pulmonar y el paso de la BHE.  
 Esta ruta de administración tiene también sus inconvenientes. El principal, es la reali-
zación de una cranectomía para su infusión, ya sea simple o extensa, lo que supone el traslado 
del paciente a quirófano y la realización de una intervención quirúrgica. En pacientes con un 
TCE grave la movilización fuera del ambiente controlado de una UCIP es siempre un desafío, no 
exento de riesgos potenciales. Además, la punción del parénquima cerebral mediante una 
aguja aumenta el riesgo de daño secundario y hemorragia intracraneal (se calcula que ocurre 
en torno al 1-5% de los procedimientos243). También la infusión de grandes cantidades de vo-
lumen puede producir lesión por compresión y desplazamiento del tejido cerebral243. Por este 
motivo siempre se debe poner en la balanza el número de sitios de inyección (lo que incre-
menta el riesgo del sangrado cerebral) con el volumen administrado por infusión (que produce 
un incremento local en la presión intracraneal).  
Técnicamente, la infusión de MSC no deja de ser un problema complejo. Actualmente, 
los dispositivos que se disponen para su administración no dejan de ser subóptimos. La admi-
nistración de cualquier fluido en un tejido como el cerebral, que posee una escasa elasticidad 
origina que, al retirar la aguja, parte del fluido refluya a través del tracto de infusión, lo que 
puede originar que las MSC no alcancen el lugar adecuado. Se puede evitar parcialmente man-
teniendo la aguja de infusión un tiempo después de su administración, lo que permite cierta 
reabsorción del fluido en el parénquima. Cuanto mayor es el volumen infundido, mayor es la 
posibilidad de que parte refluya. Además, se ha de pensar que cuando se resuspenden las MSC 
en cualquier medio este no se comporta como un medio homogéneo, sino que las células 
tienden a sedimentarse, lo que origina que la primera parte de la dosis contenga mayor canti-
dad de células que la última. Este último problema aparece cuando se utiliza una única aguja 
para la administración de la dosis completa. Se evita homogeneizando la muestra entre inyec-
ción e inyección. Actualmente se están desarrollando dispositivos que permiten, mediante la 
realización de un solo trayecto de infusión, la administración en varias zonas, con la introduc-
ción de una aguja rígida que contiene en su interior un catéter semirrígido que es capaz de 
moverse en todas las direcciones del espacio243. Teóricamente este catéter permite la adminis-
tración en un punto de pequeñas infusiones de volumen, sin realizar múltiples incisiones y con 
una menor cantidad de extravasación.  
Se eligió para realizar este experimento una aguja que fuera lo suficientemente fina 
como para evitar el daño cerebral al insertarla. Igualmente, la punta de la misma tenía un bisel 
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que permitía que la lesión fuera lo más pequeña posible. Mediante visualización directa con 
microscopía óptica, se evitaba la infusión en la cercanía de cualquier vaso sanguíneo que pu-
diera haber producido una lesión grave, aunque las estructuras profundas del cerebro no esta-
ban controladas. En los estudios postmortem, no se evidenciaron áreas extensas de daño ce-
rebral más allá de las lesiones asociadas al TCE. Aunque se utilizó la cantidad más pequeña de 
líquido de resuspensión, dado el pequeño tamaño del cerebro de la rata hacía poco recomen-
dable su infusión en una única dosis. Por este motivo se realizaron varias infusiones en la zona 
de la penumbra. Igualmente, aunque se administraba la dosis lentamente y se mantenía la 
aguja en el lugar de la infusión instantes después, parte del material refluía a través del punto 
de infusión, lo que ha podido ser causa de que el efecto observado haya sido menor. 
 Histologicamente, 24 horas tras el trauma la distribución de las células vimentina posi-
tivas corresponde al tejido cortical y subcortical perilesional, lo que indica que el modelo utili-
zado permitió su administración y anidamiento inicial. En el grupo control ip, se observaba un 
área de intenso edema cortical similar al del grupo control simple, sin áreas de necrosis o infar-
to, por lo que aparentemente la administración fue un procedimiento seguro.  
 
5.3.- Elección del modelo animal de TCE 
El propósito de un modelo de TCE es replicar ciertos componentes patológicos o fases 
de un TCE, de tal manera que puedan guiar a mejorar su tratamiento o a aclarar su fisiopatolo-
gía199. Para que un modelo animal sea válido, debe reunir una serie de características: 1) La 
fuerza mecánica usada para provocar la lesión debe estar controlada, ser reproducible y cuan-
tificable; 2) la lesión debe ser reproducible, cuantificable y simular componentes de los condi-
cionantes existentes en humanos; 3) la medición del pronóstico de la lesión, medida por pará-
metros morfológicos, fisiológicos, bioquímicos o del comportamiento, debe estar relacionada 
con la fuerza mecánica causante de la lesión; 4) la intensidad de la fuerza mecánica debe pre-
decir el pronóstico de la lesión199. Actualmente la mayoría de los estudios usan protocolos 
estándar que incluyen todo el procedimiento quirúrgico excepto el trauma. Sirven para contro-
lar el efecto en las variables sistémicas de la inducción anestésica, la fijación al marco estereo-
táxico y la propia intervención.  
Los modelos más cercanos a los cambios observados en humanos tras un TCE son los 
generados a través de experimentos con monos y cerdos. Sin embargo, la mayoría de los in-
vestigadores sobre TCE utilizan actualmente modelos con ratas y ratones debido a su relativa-
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mente conservado y cercano patrón filogenético con el cerebro humano. Además, el coste de 
obtención y mantenimiento hace posible realizar y repetir diferentes experimentos con los que 
se pueden analizar alteraciones morfológicas, bioquímicas, celulares o de conducta y no pre-
sentan las consideraciones éticas del estudio con primates superiores. Sin embargo, existen 
diferencias en las respuestas a un TCE tanto fisiológicas como de comportamiento199,244. Igual-
mente, muchas de los efectos que se valoran tras la aplicación de estas células, están relacio-
nados con funciones “superiores”, como son la cognición, el aprendizaje y la memoria, difíciles 
de valorar adecuadamente con modelos animales. Dichas diferencias deben generar cautela a 
la hora de interpretar los datos obtenidos.  
Nuestro modelo de TCE se basa en la aplicación de una fuerza primaria sobre la corteza 
cerebral, previa eliminación de la protección ósea mediante una cranectomía. Supone una 
modificación del modelo cortical controlado, dado que mientras en dicho modelo un pistón 
mecánico actúa sobre la duramadre intacta, en el nuestro es la fuerza de aceleración por gra-
vedad la que produce el impacto del cilindro sobre la duramadre intacta. Este modelo genera 
un área de necrosis focal en la corteza, rodeada de un área edematosa que se extiende progre-
sivamente. Además, incluye pérdida celular en el hipocampo, giro dentado y tálamo 
ipsilateral199. Otras alteraciones son la lesión axonal en la sustancia blanca subcortical, cápsula 
interna, núcleos talámicos y tronco cerebral, junto con un edema cerebral de tipo celular198. 
Existe una fase breve y transitoria de apertura de la BHE, generalmente en las primeras 8 horas 
tras el trauma, y disminuye progresivamente hasta cerrarse completamente 24-48 horas des-
pués198. De esta manera, aunque el daño principal es un daño focal primario, la lesión cerebral 
secundaria también abarca lesiones compatibles con el daño difuso.  
Esta amplia variedad de daño simula lo que ocurre en el cerebro humano tras un TCE, 
donde diferentes grupos de lesiones aparecen a lo largo del tiempo. Por ello se puede decir 
que no exista un daño cerebral único, y que este se puede comportar de una manera u otra 
dependiendo de la diferente contribución de los mecanismos de daño cerebral primario y se-
cundario. Probablemente la alta heterogeneidad de los resultados de los estudios de trata-
mientos frente al TCE, vienen dados porque posiblemente no todos los pacientes con un TCE 
son iguales.  
Por ejemplo, un paciente con una lesión primaria asociada a una lesión cortical hemo-
rrágica que requiere drenaje en las primeras horas y desde el inicio presenta una monitoriza-
ción invasiva de la PIC puede tener una extensa lesión en la zona cortical dañada, que le pro-
duzca una lesión permanente y duradera. Sin embargo, esa misma monitorización puede hacer 
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que el control de la HTIC sea más estrecho (al detectarse precozmente) y por lo tanto ver re-
ducido su daño cerebral traumático (DCT) secundario debido a las intervenciones terapéuticas. 
Otro paciente, no obstante, con un TCE grave con una lesión difusa inicial que no tenga esta 
monitorización no invasiva puede no tener una secuela en esta área, mientras que su DCT se-
cundario sea mayor y afecte a zonas del hipocampo y del giro dentado, lo que supone un défi-
cit a largo plazo en cuanto a atención y memoria. Es un desafío actual de la medicina el clasifi-
car correctamente a los pacientes no solo en cuanto a la gravedad del TCE, sino también en 
cuanto al tipo de lesión y las posibles secuelas esperables. Lamentablemente, en la actualidad 
no existen herramientas diagnósticas fiables que permitan evaluar los mecanismos patológicos 
subyacentes. Técnicas como los catéteres de microdiálisis pueden ayudar a su conocimiento, 
pero su práctica aún no es generalizada ni ha permitido de momento extraer conclusiones 
válidas.  
En nuestros animales optamos por no cerrar la cranectomía, suturando la misma me-
diante la aposición del músculo temporal y la piel. De esta manera, se aumentaba la supervi-
vencia aun sabiendo que dicha actuación podía aliviar per se el incremento de la PIC, reducien-
do el DCT secundario y las secuelas. De esta manera, tanto el déficit funcional como las lesio-
nes histológicas observadas a la finalización del experimento son probablemente menores que 
si se hubiera cerrado. Para compensarlo, se decidió aplicar el traumatismo en una zona más 
anterior de lo habitual, intentando que la lesión motora fuera más evidente.   
 
5.4.- Tiempo y dosis de la infusión de MSC 
 En nuestro modelo de tratamiento tras un TCE, hemos elegido la administración local 
en el área perilesional ipsilateral y en la fase aguda (24 horas). Se ha realizado de esta manera 
debido a que pensamos que el principal papel de las MSC era regular a la baja la inflamación 
local y el daño cerebral secundario.  
Aunque se ha demostrado que la primera semana de vida es el tiempo óptimo para el 
trasplante de CPN, el tiempo en el que se administra no afecta a la diferenciación fenotípica de 
estas células245. La localización del trasplante afecta a la supervivencia, migración, fenotipo y 
eficacia funcional245.  
No se han realizado estudios que evalúen la supervivencia celular de MSC-a en función 
con el tiempo tras el trasplante. En la metodología publicada, puede variar desde una hora tras 
el TCE hasta varios meses después. Actualmente se desconoce si el ambiente proinflamatorio 
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en las primeras horas tras un TCE supone una diferencia en cuanto al anidamiento del tras-
plante celular, y de las diferencias funcionales y estructurales que se puedan derivar.  
Igualmente, tampoco se conoce la dosis efectiva de MSC. Nosotros hemos utilizado 
una dosis similar a otros estudios, en torno a 1*106 MSC/ kg de peso, aunque la variabilidad 
entre los grupos es amplia y se han comunicado dosis mayores, de hasta 3*106 MSC/ kg peso. 
No obstante, dicha dosis es empírica y desconocemos si una dosis diferente  supondría un 
cambio en los resultados funcionales, supervivencia celular, efecto antiinflamatorio o seguri-
dad a corto o largo plazo.  
 
5.5.- Influencia del protocolo de obtención y procesamiento celular  
 Aun en constante mejoría, las técnicas utilizadas para el aislamiento y purificación de 
MSC obtienen un rendimiento bajo, en parte debido a la proporción de MSC en los tejidos de 
los que se obtienen. Así, se calcula que el porcentaje de MSC procedentes de médula ósea está 
comprendido entre el 0,01-0,001% del total, siendo menor cuanto mayor es la edad del 
sujeto246. Aunque se desconoce la dosis óptima de células que deben ser administradas, en 
general para los tratamientos experimentales y los ensayos clínicos con personas es necesario 
un método no solo para su aislamiento y purificación, sino también un método para su expan-
sión y almacenaje. El tipo de protocolo usado, así como el pasaje celular pueden influir en su 
efectividad, modificando los resultados de los experimentos246. 
 Aislamiento celular  
 En nuestro experimento, las MSC procedentes de tejido adiposo fueron aisladas con un 
método de separación mediante densidad (Ficoll), obteniéndose una fracción celular que pos-
teriormente se cultiva en medios apropiados. La ventaja de este método comparado con los 
métodos de adherencia celular es que permiten desde el principio una población de MSC más 
homogénea, dado que se evita el cultivo conjunto de MSC junto con precursores endoteliales y 
hematopoyéticos, lo que podría disminuir el rendimiento de las MSC, o afectar a su prolifera-
ción o diferenciación.  
 Nosotros utilizamos como agente separador de células mediante densidad el medio 
Ficoll. Este medio es un polímero de sucrosa con un peso molecular alto, y una densidad de 
1077 g/mL. Este polímero tiene la ventaja de estar producido mediante prácticas de buena 
producción (GMP), un estándar de la FDA que marca los protocolos de excelencia en los pro-
ductos que se utilizan en la terapia celular247. Ha sido usado durante años para separar células 
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mononucleares de linfocitos de la sangre periférica, sin encontrarse efectos secundarios del 
producto246.   
 Las células fueron cultivadas en flask con una densidad inicial de 1*106 MSC/cm2. Se ha 
comunicado que densidades iniciales bajas de MSC aumenta la proliferación de las mismas. 
Aunque los niveles téoricamente ideales estarían del orden de 1000-100 MSC/cm2, en térmi-
nos de coste efectividad la  mayoría de los ensayos utilizan densidades del orden 0.1-1*106 
MSC/cm2. No está claro si la densidad de implantación inicial tiene un efecto sobre la función o 
la supervivencia de las MSC-a246.  
 Expansión celular 
 Los medios de cultivo basal consisten de una mezcla de aminoácidos, glucosas e iones 
incluyendo Ca2+, Mg+, Na+, K+ y fosfatos. Diferentes tipos de cultivos afectan a la proliferación y 
diferenciación de MSC. Existen estudios preclínicos que muestran que DMEM es preferible al 
IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s medioum), dado que conserva mejor su pluripotenciali-
dad246. L-Glutamina es un nutriente esencial para la producción de energía, así como la síntesis 
de proteínas y ácidos nucleicos en las células en cultivo, y por esto habitualmente se comple-
menta en los medios habituales. Tiene la desventaja de que se degrada espontáneamente, 
produciendo amonio, que es capaz de inhibir el crecimiento celular. Para resolver este pro-
blema, usamos GlutamaxTM, un sustituto más estable en soluciones acuosas y que no se degra-
da espontáneamente.  
El suplemento de factores de crecimiento potencia la proliferación de MSC, mante-
niendo sus propiedades originales. Múltiples factores tróficos han demostrado su efectividad, 
incluyendo el FGF2, PDGF, EGF, TGF-β e IGF. La administración de MSC cultivadas junto con 
factores neurotróficos específicos ha demostrado una mayor eficacia que las MSC solas218. El 
suero fetal bovino (FBS), al 10-20% es el suplemento más utilizado porque contiene todos es-
tos factores para optimizar la expansión celular. Aunque nosotros hemos usado este medio, no 
se debe olvidar sus inconvenientes, que son principalmente que los niveles de factores pueden 
variar de un lote a otro de FBS, afectando su efectividad; y los problemas de seguridad inclu-
yendo la posible transmisión de priones o infecciones víricas, reacciones anafilácticas o la for-
mación de anticuerpos anti-FBS246. Actualmente existe una tendencia regulatoria en los ensa-
yos clínicos con humanos a prohibir su uso, aunque existen países (Australia) que lo permite 
siempre que sea de fuentes libres de encefalitis espongiforme y acordes a las buenas prácticas 
de trabajo. Dado que nuestro experimento era un modelo animal, decidimos usar FBS como 
medio de enriquecimiento, de manera similar a otros experimentos comunicados.  
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Para evitar el riesgo relacionado con el uso de materiales animales, se han propuesto 
dos alternativas: el suero humano y el lisado de plaquetas. El suero humano alogénico adulto 
puede no ser el medio ideal, dado que es controvertido que mantenga su potencial de creci-
miento celular sin alterar algunas de sus importantes propiedades celulares. El suero autólogo 
puede ser problemático su recolección (sobre todo de grandes cantidades) y en pacientes ma-
yores su capacidad puede verse reducida. Como alternativas se podría utilizar suero de cordón 
umbilical o placenta.  
El lisado de plaquetas probablemente sea el medio de elección. Puede ser obtenido fá-
cilmente de la aféresis de productos hematológicos, o de la centrifugación de muestras de 
voluntarios sanos. El producto purificado contiene muchos de los factores de crecimiento an-
teriormente descritos, que mejora la capacidad proliferativa de las MSC. Como ventajas se 
pueden almacenar diferentes lisados de plaquetas de distintos voluntarios. Como desventaja 
existen dudas sobre la capacidad de diferenciación adipogénica y osteogénica, y alteran los 
marcadores de superficie celular. Además, existe el riesgo  de transmisión de patógenos no 
detectados en el screening habitual, y la variabilidad de factores de crecimiento de unos lisa-
dos a otros.  
Existen también medios “sintéticos”, libres de componentes animales o humanos 
(StemPro MSC SFMTM, InvitrogenTM, LifetechnologiesTM, USA), aprobadas para su uso en huma-
nos. Aunque mejoran la proliferación de MSC en estadíos precoces (pase celular < 5), algunas 
de las características de las MSC pueden verse alteradas246.  
 
5.6.- Posibilidad de terapia celular en humanos 
Aproximadamente, en la última década el interés que ha despertado la posibilidad de 
terapia celular con células madre ha ido en aumento. Tomando como referencia la base de 
datos Pubmed, el número de publicaciones recogidas ha sufrido un crecimiento exponencial, 
alcanzando más de del cuarto millón de registros relacionados (Enero 2014), de los cuales más 
del 60% se han producido en la última década. Rápidamente, el entusiasmo generado ha sido 
trasladado a la investigación clínica, registrándose ensayos clínicos con algún tipo de terapia 
celular hasta la cifra de más de 4000 (Enero 2014), de los cuales 32 están relacionados con 
enfermedades traumáticas del SNC (TCE y traumatismo/sección espinal).  
Este incremento súbito traduce realmente el importante esfuerzo investigador que ha 
centrado esta terapia, así como los diferentes tipos de células, vías de administración, fárma-
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cos coadyuvantes y desarrollos de modelos de enfermedades potencialmente aplicables. Sin 
embargo, como cualquier medicamento, precisa de una regulación estricta y de unos controles 
que permitan su trasvase desde la ciencia básica a la clínica diaria con unas garantías de segu-
ridad y eficacia.  
Habitualmente, dentro del desarrollo de una nueva terapia, se pueden diferenciar tres 
grandes etapas. La inicial, en la que un descubrimiento científico cambia ciertos paradigmas 
básicos, o descubre algunos nuevos, lo que abre la posibilidad de nuevas ventanas terapéuti-
cas. Posteriormente le sigue una fase prolongada en tiempo y recursos económicos, en la que 
el descubrimiento científico es puesto a prueba, desarrollado, se diseña y prueba un “prototi-
po” (que puede ser una nueva molécula, una nueva técnica o aparato), se estudia su viabilidad 
comercial y su aplicación a gran escala. Si se supera esta fase, se alcanza una última (la más 
costosa de todas) donde se valora su eficacia y seguridad mediante modelos animales y poste-
riormente en ensayos clínicos que alcanzan una mayor complejidad y número de pacientes.  
Estos pasos, debido a la competencia económica, no son lineales, sino que se producen simul-
táneamente para diferentes patologías y por diferentes empresas248. Actualmente, la terapia 
celular con células madre tendría un cuerpo de conocimientos básicos sólidos, aunque no 
completos, sobre los diferentes tipos celulares y su mecanismo de actuación. Los estudios pre-
liminares en animales hacen que su aplicación en humanos sea esperanzadora, pero se han de 
observar con cautela, ya que los resultados pueden no ser reproducibles.   
Para que la terapia celular sea efectiva en las patologías del SNC, se deben aclarar al-
gunos desafíos que este tratamiento tiene: el impacto que la administración de estas células 
tiene en el tejido cerebral, la necesidad de mantener la conectividad celular y funcional exis-
tente mientras se promueve la integración celular, la utilización de señales endógenas que 
promuevan la proliferación, migración y destino de las células implantadas, la formación de 
cicatrices en el sitio del daño neuronal, la interdependencia funcional y metabólica de neuro-
nas, astrocitos y oligodendrocitos y su impacto en la supervivencia y función de las células do-
nantes; la compleja reacción inmune que existe en el cerebro normal y dañado; y el desafío de 
simular adecuadamente enfermedades del SNC en animales de experimentación248.  
España, perteneciente a la Unión Europea, inscribe su marco legal dentro de la autoridad 
de la Agencia Europea del Medicamento. En Marzo de 2010 publicó un documento que refleja 
las condiciones que deberán cumplir estos medicamentos para su autorización comercial  
(http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2011/02/WC
500101692.pdf). En dicho documento se fijan unos principios que se basan en:  
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- Cualidades del producto: se deberá referenciar el origen de las células, su procesa-
miento exacto desde la población inicial a los estadios finales (células madre pluripo-
tenciales, diferenciadas, reprogramadas), las técnicas de validación interna que se han 
seguido (para asegurar la calidad de la población, su estabilidad genética, su capacidad 
de producir tumores y la existencia de otras líneas celulares) y su caracterización (iden-
tificación, pureza, potencia y posibles efectos secundarios, principalmente tumorales).  
- Consideraciones no clínicas: elección de un modelo animal adecuado, distribución del 
tratamiento celular aplicado, tumorogénesis, diferenciación in vivo, persistencia en los 
tejidos receptores y reacciones inmunes desencadenadas.  
- Consideraciones clínicas: Farmacodinámica, farmacocinética, diseño de estudios de 
dosis efectiva, estudios de seguridad (Fase I), estudios de eficacia (Fase II y III) y futura 
farmacovigilancia. 
Previamente, la agencia norteamericana del medicamento (Food and Drug administration, 
FDA) también había publicado una serie de consideraciones acerca del futuro uso de estos 
medicamentos247. Algunas de los apartados anteriores merecen una consideración en profun-
didad. 
Caracterización y procesamiento de las células madre. Dado que las células no son molé-
culas que se puedan definir tan concretamente como los medicamentos convencionales, es 
más difícil su control. Además, las diferentes patologías del SNC se pueden beneficiar no solo 
de un tipo de célula madre en concreto, sino también es importante conocer en qué estadio de 
proliferación se encuentra, así como el número de replicaciones que ha sufrido desde su ais-
lamiento inicial (“pases”). Por este motivo, se ha realizado un importante esfuerzo para carac-
terizar estos subgrupos celulares, que incluyen no solo su descripción morfológica y su capaci-
dad de diferenciación a líneas celulares maduras, sino también su patrón de expresión de mar-
cadores celulares y biomarcadores248. Una vez que el producto final está caracterizado, la pro-
ducción de lotes celulares para su uso clínico es un proceso complejo que se inicia en el donan-
te (de células o tejidos) y finaliza en la preparación del mismo para su administración al pacien-
te. Cualquier actividad a lo largo del proceso puede introducir elementos que supongan riesgos 
potenciales de efectos adversos. Las terapias celulares requieren, por este motivo, estrictos 
protocolos de seguridad, especialmente en relación con agentes infecciosos, el uso de produc-
tos animales, inestabilidad genética debido a la expansión y posibilidad de producción de tu-
mores248. 
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Nicho de administración y seguimiento celular in vivo. En estas terapias, la determinación 
del destino final de las células administradas, así como su migración en tiempo real y en la 
evolución de los pacientes tiene un gran interés y se relaciona con las preocupaciones sobre la 
dosis administrada, su eficacia, la optimización terapéutica y su seguridad. Los métodos usados 
en los estudios preclínicos para este motivo no son apropiados para su aplicación en ensayos 
con humanos. La identificación de las células del donante puede ser realizado o bien en la au-
topsia o bien en biopsias si existe una diferencia de género entre el donante y el receptor, o si 
existe un marcador celular específico. El método más prometedor es el uso de células precar-
gadas con partículas de óxido de hierro, y su seguimiento posterior mediante resonancia mag-
nética249. Si esta técnica se demostrase segura y reproducible en humanos, sería un gran avan-
ce para valorar su funcionalidad in vivo.  
Elección de las variables resultado de los estudios clínicos. La definición de las variables 
primarias del estudio es una de las más importantes tareas de un ensayo clínico, ya de su me-
dición se determina el éxito o el fracaso del mismo. En el tratamiento con terapia celular de las 
enfermedades del SNC, es particularmente difícil dado la característica degenerativa de mu-
chas de ellas y la complejidad de los mismos, definida como la progresión de la enfermedad y 
la falta de marcadores objetivos validados11,226,227,250.  
El principal objetivo de los estudios fase I es asegurar la seguridad y posibilidad de un tra-
tamiento, siendo el objetivo principal determinar la dosis máxima tolerada y su toxicidad. En 
ausencia de un marcador in vivo de las células no invasivo, y en especial en enfermedades 
neurológicas en los que los pacientes sobreviven durante años después del trasplante, las me-
diciones histológicas de supervivencia celular, migración y diferenciación pueden no estar dis-
ponibles durante décadas. Para asegurar su toxicidad, se asignan los efectos secundarios en-
contrados según el conocimiento teórico para haberlos producido. El seguimiento a largo plazo 
es importante, especialmente en pacientes con enfermedades no mortales, que pueden so-
brevivir mucho tiempo después del trasplante. Aunque se pueden encontrar alguna indicación 
de eficacia terapéutica en los estudios fase I, el no hallarlo no es un prerrequisito necesario 
para iniciar el siguiente grupo de estudio.  
Los estudios Fase II  se centran en variables clínicas que puedan ser medidas y resulten en 
un beneficio del paciente, como puede ser la medición de la evaluación motora tras un TCE, 
tiempo hasta la progresión de la enfermedad o supervivencia global. Un tratamiento que de-
muestra eficacia en fase II típicamente avanza hasta estudios fase III, randomizados, controla-
dos y multicéntricos, que abarcan a un número de pacientes mayor y que sirven para asegurar 
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la  eficacia final cuando se compara con el estándar de tratamiento en ese momento, o frente 
al placebo si no existe alternativa razonable.  
 
5.7.- Efectos secundarios de la terapia celular con MSC 
A pesar del entusiasmo que este tipo de tratamiento genera, existen muchas dudas 
sobre los posibles efectos adversos. Estos incluyen la inducción tumoral debido a la capacidad 
proliferativa de las MSC, un incremento en la susceptibilidad a la infección debido a sus pro-
piedades inmunomoduladoras, tromboembolismos, zoonosis asociada con cultivos con medios 
animales, e inmunogenicidad aguda y crónica debido a las células por sí misma o a los medios 
de cultivo empleados251. Los datos que se poseen en la actualidad son pobres, derivan en mu-
chas ocasiones de estudios de poca calidad y, en general, tienen un periodo de seguimiento 
corto para evaluar mucho de estos efectos adversos.  
Solo existe a fecha de hoy un metaanálisis que evalúa el tratamiento con MSC adminis-
tradas intravascularmente (intravenosa o intraarterial) en pacientes con diferentes patologías 
(neurológicas, cardiovasculares, intestinales) en diferentes poblaciones adultas y pediátricas, si 
bien no se analizan separadamente los datos pediátricos252. En él se incluyeron ocho ensayos 
clínicos aleatorizados, con un total de 359 pacientes. No se encontró asociación entre la admi-
nistración sistémica de MSC con efectos adversos graves (toxicidad infusional aguda, complica-
ciones en órganos y sistemas, infecciones, muerte o malignidad), aunque la incidencia de fie-
bre (transitoria y sin asociar otros efectos graves) fue mayor en el grupo de tratamiento con 
MSC252. A pesar de las graves limitaciones de este estudio (principalmente, la utilización de 
diferentes protocolos de administración en patologías diferentes, junto con el alto riesgo de 
sesgo de los mismos), los autores concluyeron que la administración sistémica de este grupo 
celular fue segura.  
Actualmente no se disponen de datos de la terapia celular con MSC tras su administra-
ción intraparenquimatosa. Algunos de los riesgos teóricos se reducirían con este tipo de admi-
nistración, como es la inmunosupresión sistémica,  y la formación de tromboembolismos. 
Otros, seguramente con la estandarización de los medios de cultivo con materiales humanos, 
desaparecerán. Y por último, existen riesgos inherentes a la terapia con MSC, como es la in-
munogenicidad y la lesión secundaria del parénquima.  
Hemos visto como la acción de las MSC regulan parte de su efecto beneficioso a través 
de la modulación del sistema inmune, generalmente a la baja155. Cuando se administra sisté-
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micamente, las MSC tienen la capacidad de reducir la respuesta inflamatoria tanto en el ór-
gano afectado como en diferentes órganos no directamente relacionados con el mecanismo 
lesional, como puede ser el bazo156,158. Desde un punto de vista teórico, aún no demostrado, 
esta disminución a la baja per se, aunque no se administraran fármacos inmunosupresores 
concomitantes, aumentaría la capacidad invasiva de patógenos y bloquearía la respuesta in-
mune antitumoral, incrementando el número de infecciones y la incidencia de neoplasias. 
 A pesar de que esta teoría podría tener algunas inconsistencias, se podría admitir que 
la inmunosupresión generada es dosis dependiente. Dado que la administración de MSC por 
vía intraparenquimatosa requiere un menor número de MSC, la inmunosupresión sistémica 
sería menor. Además, la recuperación de la integridad de la BHE supondría un freno a los efec-
tos globales de las MSC.  
La formación de tromboembolismos se ha asociado con la administración intrarterial 
de las MSC, relacionándose no tanto con la vía de administración, sino con el tamaño celular y 
la velocidad de infusión rápida241. La administración intraparenquimatosa obvia este problema, 
y aunque los estudios histológicos de muestras no evidencian esta complicación, la inflamación 
y lesión secundaria a la aguja de infusión podría producir estos fenómenos. Probablemente, el 
efecto sería transitorio y muy localizado.  
La mayoría de los grupos de estudio utilizan el suero fetal bovino (FBS) para su cultivo. 
Este ha sido criticado por su capacidad de producir zoonosis (enfermedades por priones) y por 
el aumento de la inmunogenicidad de las MSC administradas246. El uso del dimetil-sulfóxido 
(DMSA) para el almacenamiento y la congelación de MSC también ha sido criticado por ser un 
tóxico químico conocido y por ser capaz de producir reacciones de hipersensibilidad246. La apa-
rición de medios de cultivos humanos probablemente reduzca el riesgo de ambos efectos se-
cundarios, aunque no lo disminuya del todo, debido a que no se dispone de un método eficaz 
para detectar y eliminar los priones de estos medios de cultivos. Quizás el futuro sea utilizar 
medios sintéticos que sean biológicamente inertes.  
Ya sea por los factores anteriormente descritos o por la infusión de células necróti-
cas/apoptóticas y productos de deshecho celular, existe una preocupación sobre la inmunoge-
nicidad que la administración con MSC. Sin embargo, en muchos de los estudios incluidos en el 
metaanálisis administraron MSC alogénicas, sin que se hayan descrito efectos adversos infu-
sionales agudos252. Si se confirmaran estos datos, apoyarían la teoría que defiende que se está 
ante un grupo de células inmunoprivilegiadas, debido a la expresión baja de proteínas HLA y de 
moléculas estimulantes de linfocitos T156.  Esto abriría la puerta a la creación de bancos de MSC 
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análogos a los utilizados en la actualidad para el trasplante de progenitores hematopoyéticos, 
que en un plazo de tiempo corto permitiría la utilización de reservas celulares.  
 
5.8.- Consideraciones en el tratamiento de TCE en niños 
Como se ha dicho anteriormente, el TCE es una de las principales causas de morbilidad 
y mortalidad en niños. Como toda enfermedad suficientemente prevalente, supone una contí-
nua área de mejora y de investigación. Esta investigación es realizada por grupos de diferentes 
nacionalidades, que utilizan técnicas de investigación, medida y resultados que no son homo-
géneos entre sí.  
 Como consecuencia, muchos de las recomendaciones usadas en las guías de práctica 
clínica provienen de un nivel bajo de evidencia, procedentes de estudios clase I o clase II. Aun 
siendo rigurosos, los estudios publicados difieren en cuanto a la clasificación del trauma pediá-
trico, variables recogidas, métodos de tratamiento y protocolos de seguimiento. De esta ma-
nera, se generan estudios que no son directamente comparables entre sí, disminuyendo la 
calidad de las pruebas científicas que avalan o refutan sus resultados. Ya hemos visto que la 
terapia con MSC no es homogénea dentro de sus medios ni de sus fines, y a veces la compara-
ción entre los experimentos se ha de hacer mediante extrapolaciones.  
Por todos estos motivos, en 2009 surgió una iniciativa procedente de Estados Unidos, 
en la que se creó un grupo de trabajo para generar unas recomendaciones comunes para el 
estudio del TCE, que incluían una serie de consideraciones pediátricas (Common Data Elements 
for Traumatic Brain Injury: Pediatric Considerations227). En este grupo participaron diferentes 
agencias federales norteamericanas para poner en común las líneas principales de los proyec-
tos de investigación, considerando los datos demográficos y clínicos del paciente253, la recogida 
de muestras biológicas254, las pruebas de imagen255 y las variables de medida250 de los pacien-
tes con TCE.   
En ellos se estructuran, dentro de cada categoría, una serie de parámetros centrales y 
secundarios que ayudarían a estandarizar los resultados obtenidos. Igualmente, se presta es-
pecial atención a los parámetros emergentes que puedan surgir como consecuencia de la in-
vestigación básica. Las recomendaciones generales son227:  
- Los pacientes pediátricos deberían integrarse dentro de estudios en adultos que com-
prendan todos los grupos de edad.  
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- Deben estudiarse todas las fases del TCE, tanto aguda como crónica.  
- Los datos comunes recogidos para el TCE pediátrico deberían ir junto con otras enfer-
medades neurológicas, incluyendo epilepsia e infarto cerebral, para facilitar compara-
ciones y acelerar la investigación que sea relevante para el cerebro inmaduro.  
- El trabajo futuro requerirá grupos de trabajo para abordar la complejidad y el solapa-
miento de aproximaciones en esta enfermedad común pero heterogénea.  
 
. 
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6.- Conclusiones 
 
 Este modelo de traumatismo craneoencefálico en ratas mediante una caída de un peso 
observamos:  
1.- La administración intraparenquimatosa de células madre mesenquimales procedentes de 
tejido adiposo en la zona de la lesión es eficaz en la recuperación funcional motora.  
2.- Dicha recuperación se mantiene a pesar de que el número de células mesenquimales dis-
minuye con el tiempo y no se han encontrado evidencias de su diferenciación a células gliales 
o neuronales maduras.  
3.- La recuperación funcional se asocia en los animales a los que se administró células mesen-
quimales con un incremento precoz de la neurogénesis endógena demostrado por un incre-
mento de células granulares en el giro dentado, en la región CA3 del hipocampo y células nes-
tina positiva en la región subgranular del giro dentado.  
4.- Sin embargo, esta respuesta es transitoria, puesto que a las tres semanas del trauma cra-
neal solo en el giro dentado del hipocampo se observa un incremento de células granulares, 
desapareciendo las diferencias en el resto de zonas estudiadas. 
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